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Dynamics and Energetics
of a Bromodomain in com-
plex with bromosporine
from Leishmania donovani

Abstract

Leishmaniasis continues to be a neglec-
ted tropical disease, affecting people and
animals and causing significant economic
losses. Therefore, there is interest in the
study and evaluation of new drug targets.
In fact, it has been shown that by interfe-
ring with lysine-reading proteins such as
bromodomain (BMD) there is a decrease
in parasite survival. In this study, we re-
searched the dynamics and energetics of
the Leishmania donovani BMD in com-
plex with bromosporin, which is conside-
red to be a pan-inhibitor of BMDs, with
the aim of understanding the molecular
recognition mechanism. Molecular dyna-
mics (MD) and non-equilibrium free ener-
gy calculation guided by steered molecu-
lar dynamics (SMD) simulations showed
that the BMD has three flexible amino
acid regions and bromosporin exhibiting
various recognition states during the in-
teraction. These results corroborate the
promiscuity of bromosporin for energeti-
cally favourable sites, with the possibility
of expanding its inhibition to other bro-
modomains. Furthermore, these results
suggest that Van der Waals interactions
have more relevance for complex recog-
nition and residues ASN-87 and TRP-
93 are key in forming hydrophobic and
H-bond interactions, respectively. This
research provides new insights for un-
derstanding the recognition mechanism,
dynamics and energetics of the complex
for the development of new therapeutic
strategies.

Keywords: Bromodomain; bromosporine;
molecular dynamics; free energy.
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Dindmica y Energética de
un Bromodominio en com-
plejo con bromosporina
de Leishmania donovani

Resumen

La leishmaniasis sigue siendo una enfer-
medad tropical desatendida, que afecta a
personas y animales y causa importantes
pérdidas econémicas. De ahi el interés
por estudiar y evaluar nuevas dianas far-
macolégicas. De hecho, se ha demostrado
que al interferir con proteinas lectoras de
lisina como el bromodominio (“bromodo-
main”, BMD) se produce una disminucion
de la supervivencia del parasito. En este
articulo estudiamos la dinamicay la ener-
gética del BMD de Leishmania donovani
en complejo con bromosporina, que se
considera un pan-inhibidor de BMD, con
el objetivo de comprender el mecanismo
de reconocimiento molecular. Las simu-
laciones de dinamica molecular (DM) y
el calculo de energia libre de no-equili-
brio guiado por dindmica molecular de
estiramiento (DMS) mostraron que BMD
tiene tres regiones de aminoacidos flexi-
bles y la bromosporina presenta varios
estados de reconocimiento durante la
interaccion. Estos resultados corroboran
la promiscuidad de la bromosporina por
sitios energéticamente favorables, sien-
do posible expandir su inhibicion a otros
bromodominios. Ademas, los resultados
sugieren que las interacciones de Van der
Waals tienen mas relevancia para el reco-
nocimiento del complejo y los residuos
ASN-87 y TRP-93 son clave en la forma-
cion de interacciones hidrofébicas y de
puentes de hidroégeno, respectivamente.
Esta investigacion proporciona nuevos
conocimientos para comprender el me-
canismo de reconocimiento molecular,
la dindmica y la energética del complejo
para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Palabras clave: Bromodominio; bromos-
porina; dinamica molecular; energia libre.
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Dindmica e energética de
um bromodominio em
complexo com bromospo-
rinadeLeishmaniadonovani

Resumo

A leishmaniose continua a ser uma doenca
tropical negligenciada, que afeta os seres
humanos e os animais e causa perdas
econdmicas significativas. Dafi o interesse
em estudar e avaliar novos alvos de me-
dicamentos. De fato, a interferéncia com
proteinas leitoras de lisina, como o bro-
mo dominio (“bromodomain”, BMD), tem
demonstrado diminuir a sobrevivéncia
do parasita. Neste trabalho, estudamos a
dindmica e a energética do BMD de Leish-
mania donovani em complexo com a bro-
mosporina, considerada um pan-inibidor
da BMDs, com o objetivo de compreen-
der o mecanismo de reconhecimento mo-
lecular. As simulagdes de dindmica mole-
cular (MD) e calculo de energia livre de
nao-equilibrio guiada por dindmica mole-
cular esticamento (MDS) mostraram que
0 BMD tem trés regides de aminoacidos
flexiveis e que a bromosporina apresenta
varios estados de reconhecimento duran-
te a interacdo. Esses resultados corrobo-
ram a promiscuidade da bromosporina
para locais energeticamente favoraveis,
possibilitando a expansao de sua inibicdo
para outros bromodominios. Além disso,
os resultados sugerem que as interacdes
de Van der Waals s3o mais relevantes no
momento do reconhecimento do com-
plexo e os residuos ASN-87 e TRP-93 sao
fundamentais na formacao de interagdes
hidrofobicas e de ligagdes de hidrogénio,
respectivamente. Essa pesquisa fornece
novos insights para compreender o me-
canismo de reconhecimento, a dindmica
e a energética do complexo para o des-
envolvimento de novas estratégias tera-
péuticas.

Palavras-chave: Bromodominio; bromos-
porina; dindmica molecular; energia livre.
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Introduction

Parasitic infections remain one of the most pressing global health
concerns of our day, affecting billions of people and producing un-
sustainable economic burdens [1]-[3]. One of these parasites is Lei-
shmania. Leishmania are unicellular parasites that cause human and
animal illness, considered as a neglected tropical disease, which is
transmitted by infected mosquitoes, resulting in a wide range of pa-
thologies [4]-[6]. Leishmania (L.) donovani, is a species of this group
of parasites that causes highly virulent fatal visceral leishmaniasis.

Worldwide L. donovani is known to cause between 50 000 to 90 000
new cases of kala-azar or visceral leishmaniasis (VL) [7]-[9], with a
total of ~0.2 to 0.4 million people in 98 countries. Added to this,
the World Health Organisation (WHO) considers leishmaniasis to
be prominent among the global causes of death by infectious disea-
ses. Due to the global health problems that this parasite entails, the
re-evaluation of new chemotherapeutic treatments is necessary,
since it is known that the current ones can fail. It is currently known
that antimonials are the first line of treatment against leishmaniasis
in many regions of the world [10]-[12].

The recurrent use of antimonials and other pharmacological treat-
ments as a treatment for leishmaniasis, have generated resistance
of these parasites to these drugs [13]-[15]. This creates a serious
problem, especially in regions where sanitary conditions are poor,
and the combination of drugs is not feasible. Therefore, the search
for new strategies and targets for drug development becomes an
imperative need [16]-[18].

In this regard, it is known that proteins related to transcriptional
processes could emerge as excellent targets. A group of proteins
known as molecular “readers” of lysine acetylation, containing a
bromodomain (BRD) have emerged as key gene expression regula-
tors and a promising new class of drug targets ([1], [19], [20]). The
bromodomain was first described in the characterisation of the Dro-
sophila melanogaster nuclear remodelling comprised of ~110 amino
acids. The bromodomain folds into a left-handed bundle of four
a-helices linked by two variable-loop regions (BC and ZA) that form
a hydrophobic pocket for the acetylated lysine ([4], [21], [22]).

There is evidence that lysine acetylation is critical in kinetoplastids
(Trypanosoma spp. and Leishmania spp.) [1], [23]-[25]. Therefore, in
this research we study the dynamics and energetics of the bromo-
domain of L. donovani in complex with bromosporine, which is con-
sidered as a bromodomain pan-inhibitor, with the aim of unders-
tanding the mechanism of molecular recognition, and energetics, in
order to use this information in future drug development rationally
for this group of proteins.

Materials and Methods

System setup

The system was prepared by means of the CHARMM-GUI [26] tool,
using the Solution Builder [27] module. Missing atoms in the mi-
ddle of the bromodomain chain (PDBID: 5C4Q) were added with
PDBReader [28], the protein was protonated to pH 7.0 with the
PDB2PQR tool [29]. Next, the system was solvated with the TIP3P
[30] water model, into a 15 A cubic box of padding, and a 150 mM
concentration of NaCl. Finally, the bromosporine inhibitor was pa-
rameterised with the CGenff tool [31]. All simulations were run with
NAMD 2.14 [32] and CHARMM36 FF [33] using CGenFF [31] for the
ligand only.

MD protocol

The constructed systems were minimised in the presence of a har-
monic restraint of 5 kcal mol™ A2 on the heavy atoms of the ligand
and the backbones of the protein for 10 000 steps. Next, the system

was equilibrated in a NVT assembly at a temperature of 300 K for
5 ns, then the system was equilibrated in a second phase in a NpT
assembly maintaining a pressure of 1 bar for 10 ns with the same
restraint. Finally, production in NpT at 310 K and 1 bar of pressure
was performed for 300 ns, for a total of three independent replica-
tes (3 x 300 ns) accumulating a total of 0.9 ps.

In the equilibration and production steps the Lavengin thermostat
and the Nosé-Hoover Langevin piston were used to control tempe-
rature and pressure. Atoms of rigid hydrogens were maintained with
SETTLE algorithm [34] in waters, while to solute the RATTLE/SHAKE
algorithm was used [35]. Short-range, non-bonded and long-range
non-bonded interactions were treated with a cut-off scheme at 12 A
and PME [36], respectively. The r-RESPA multiple time step scheme
[37] was used in all cases with 2 fs time integration steps.

Non-equilibrium free energy calculation

For this, the system was prepared and equilibrated with the stan-
dard protocol of QwikMD [38], with the only exception that a 40
A extra padding was added into the Z axis to enable pulling. For
pulling a potential bias of the form USMD(X)=%k[Vt - (§-¢,)]F was
added for the original potential Hf = Veriginaly SMD through the
colvars module [39], getting a modified potential (H?). For this, the
centre of mass of the ligand ¢ , was pulling with a speed v of 10 A
ns” and k of 7 kcal mol™ A2 during 4 ns, enough to reach the un-
bound state. During the pulling the C atoms were restrained with a
force of 5 kcal mol™ A2 A total of 20 independent replicates were
performed (total 80 ns). The work was computed for numerical in-
tegration using W= v ['dt’F(t).

Based on these simulations, the potential of mean force
(PME(&),®(€)) was reconstructed by means of Jarnzynski identity
as show in the following equations [40]:

exp[-BP(§) = <exp[-BW]>, (M
If rearranging the equation, it shields the @(¢):
P(§) =~ log{<exp[-BW]>} (2)

and expanding this equation for the 2" order cumulant:
P(E) =<W> —§[<W2> -<W>?] +... 3)

Where @(¢)is the potential of mean force, i.e the free energy profile
over the collective variable (€), W is the work done along & and 8
is the inverse of thermal energy (1/k,T), where k_ is Boltzmann’s
constant.

On the other hand, to calculate the AGhind standard, we used the
following expression:

AG,{:;ZJJ"SM - (p(E)unbound _ (p(E)buund (4)

then:

ccomp
o

AGhind = AGlog™" " + k, TIn[—

I E))

Where AGpina in kcal mol”, k,inkcal mol" K, C*™ =1 ligand Box
L is the concentration used in the simulation in A>and C"=1/1661
A% is the standard concentration yielding 1 ligand x 1661 A, These
last two terms are added to pass from the computational system
to the standard system. Here @ (&) and @ (&) nbound correspond
to @(€) the associated and dissociated thermodynamics state (i.e
macrostates) respectively.

Molecular data analysis

All analyses were performed through in-house Tcl/Python scripts
based on VMD 1.9.4 [41] and MDAnalysis 2.0 [42], respectively. The
images were rendered with VMD 1.9.4 [41]. The plots were genera-
ted with R 3.4 [43] and the ggplot [44] library. Interactions throu-
ghout the simulations were computed with an in-house python im-
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plementation of molecular dynamics interaction plot tool (https://
github.com/tavolivos/Molecular-dynamics-Interaction-plot).

Results

This work explores the interactions and recognition mechanism of
bromosporin in complex with bromodomain. Figure 1 shows the
two systems that were constructed, one system (1A) focused on
performing conventional molecular dynamics and the second (1B)
used to perform the steered molecular dynamics method.
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Figure 1. System setup representation A. Conventional molecular dynamics repre-
sentation and B. SMD of the bromosporine ligand bound to the bromodomain. All
systems contain Na* (sky blue) and Cl (yellow) ions, while water is represented as
the surface in white.

Bromodomain contains flexible regions

In order to evaluate changes in the rigidity/flexibility of the bromo-
domain structure, root-mean-square fluctuations (RMSF) analyses
of the backbone were performed. Protein flexibility and dynamics
are essential for the molecular recognition process and play a fun-
damental role in virtually all biochemical processes in living orga-
nisms [45]. The results in Figure 2A show that all the replicates pre-
sent three flexible regions in the protein and present RMSF values
from 1to 4 A. Furthermore, Figures 2A, 2B and 2C show the structu-
re of the receptor and the location of the flexible regions. R’, ranges
from PRO-36 to THR-50, R, from ARG-58 to VAL-72 and finally R’,
from ASP-85 to ASP-95. The aforementioned flexible regions are
structurally composed of loops that play a key role in molecular
recognition.

A B

Replicas

RMSF [A)

F

057 R069  caorminal

Caerminal S

® . © ® . ¥

N-terminal

Figure 2. RMSF observed in the bromodomain-bromosporine system by MD. A. The
bromodomain RMSF is shown except for the terminal regions, where there are three
regions of flexibility (R",, R’, and R’)), consistent with the three replicates performed.
B, C and D highlight the regions of highest flexibility in the bromodomain, excluding
the terminal regions. All replicates were presented coloured by f3 factor on the struc-
ture, where red indicates the most stable regions and blue the most fluctuating ones.

Bromosporine presents several recognition states

The stability and structural changes of the bromodomain and bro-
mosporine were evaluated through root-mean-square deviations
(RMSD). Figure 3A and 3B indicated different stability values for
both; bromodomain presented high values with an average around
5 A, and bromosporin presented low values 2 A. The results also
indicated that bromosporine presents more than one conformatio-
nal change. According to the RMSD density plots we noticed three
forms of recognition that bromosporin may have in order to interact
favourably with the receptor. The obtained RMSD values of the li-
gand and complex present a correlation because the conformatio-
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nal changes of the complex, specifically the high plasticity of the
pocket, cause freedom of movement of the ligand and could gene-
rate several rearrangements during the simulation.

Figures 3D, 3E and 3F using a 2D free energy landscape approach
revealed that the ligand scans through three different conformatio-
nal states had similar results obtained based on the RMSD of the li-
gand. In addition, based on the RMSD values the 3D structure of the
receptor and ligand in the initial structure were obtained, as well as
the one showing the maximum RMSD. Both structures were aligned
for comparison purposes and to observe the regions showing the
highest variability. Figure 3C indicates that the greatest variations
in the structure, with respect to the initial one, are in the N-terminal
and C-terminal regions.
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Figure 3. Evolution of the conformational states of the ligand next to the receptor
throughout the simulation. A. Comparison of the conformational change in the bac-
kbone of the bromodomain of the three replicates. B. Conformational change of the
ligand, where at least three conformational states (S, S, and S,) were determined.
C. Structural comparison of the bromodomain at the initial time and at the RMSD
max value. D, E and F 2D Free energy landscape (FEL) plot of the ligand to the three
replicates respectively. All figures contain highlights of the possible conformational
states found in the scan.

Pocket

Figure 4 is a set of 3D images showing the bromodomain binding ca-
vity and its associated ligand at three different times. In each image
a different conformation of the ligand within the binding cavity is
observed. The first image shows the conformation of the ligand at
28 ns with an area of interaction with the receptor determined by
the area bounded by the red line. The second image shows a modi-
fied conformation of the ligand and the interaction area increases
to 193 ns. Finally, the third image shows a new rearrangement of
the ligand within the cavity and an increase in the contact area with
the receptor. In addition, the images indicate conformational trends
of the pocket during the simulation in all replicates, indicating the
importance of pocket plasticity.

The relative freedom that can be observed of the ligand during the
course of the simulation is due to the constant movement of the
loops surrounding the enzyme pocket. The movements allow the Li-
gand to interact with key residues in the complex and start rearran-
ging its atoms until it finds the thermodynamically stable location.
The bromosporine at the end of the simulation can fit better becau-
se it interacts with the ZA loop which is deeper with in the enzyme
pocket than the BC loop [46].
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%5 K | “aos
Figure 4. 3D structure of bromosporine in complex with the bromodomain. R1, R2

and R3 present the ligand interaction area in the enzyme pocket, from three replicas,
and the conformational states of the ligand at three different times of the simulation.

Van der Waals energy key to molecular recognition

In molecular dynamics simulations, non-bonded energy interactions
such as Van der Waals and Coulomb were calculated. Figure 5A and
5B shows the average of the replicas of both energies. Van der Wa-
als interactions contribute more to molecular recognition because
they present a strong average energy value of -40 kcal mol'compa-
red to Coulomb interactions with an average weak value of -27 kcal
mo"". Figure 5C shows a Kruskal-Wallis statistical study performed
on both interactions to observe the significant differences between
each replicate with a value of n=5000. The analyses indicated that
there is a significant difference between the replicates in both Van
der Waals and Coulomb force.
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Figure 5. The Non-bonded energy of the three replicas shows slight changes (A, B).
Kruskal-Wallis statistical test for the C. Electrostatics and D. Van der Waals interac-
tion energies, in which all replicates are statistically different.

Free energy

In Figure 6A, we present the average strength profiles as a function
of distance obtained from 20 SMD simulations for the ligand bro-
mosporine bound to the bromodomain complex. At the beginning
of each simulation (t = O ns), the ligand is in a bound state, interac-
ting with the protein residues at the binding site. We observe the
separation force of the bromosporine bound to the bromodomain
complex. In the 20 replicates performed, it is observed that there is
a peak of 175 pN near 5 A. indicating that there was bond breaking
or interactions within the complex. After the peak, near 10 A of se-
paration of the complex, the force values drop and do not present
any additional energy barrier. In addition, the work of the system
was studied. Figure 6B showed a trend in all replicates, where at the
beginning of the simulation, the work has an exponential trend up
to 25 A. After that, the work continues to increase gradually up to
30 A and then the system stabilises, causing the work to not increa-
se and generating an asymptote in the replicas. Finally, we calculate
the potential of mean force (PMF) using the Jarzynski equation; Fi-
gure 6C shows the PMF profiles as a function of stretching distance
between the 20 replicates performed along the coordinate set. The

profile consists of two peaks, the first one is near 10 A which is the
highest value with 60 kcal mol " and the second one starts after 20
A and reaches a value of 40 kcal mol” at a distance of 25 A. The

obtained energy (AG"bmd) value was 43.79 kcal mol .
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Figure 6. SMD of the bromodomain-bromosporine system. A. Force as a function of
distance is shown for the 20 replicates; B. Cumulative system work as a function of
distance is shown. C. Potential of mean force (PMF) of the system with respect to

the distance is shown.

Asparagine and tryptophan key residues in the binding
site

Figure 5A shows 3D images of hydrogen bond interactions and hy-
drophobic interactions with their respective distances. Key amino
acids, especially ASN-87 and TRP-93 interacting with bromosporine
and surrounding the hydrophobic bromodomain pocket are obser-
ved. In addition, Figures 5B, 5C and 5D show the percentage occu-
rrences of hydrophobic, hydrogen bonding and m-stacking interac-
tions respectively of the bromodomain protein amino acids in the
three replicates. Hydrophobic interactions indicated that the amino
acid TRP-93 is the one that presented the highest frequency, rea-
ching 20 % followed by two Valines at position 36 and 41 that have
a similar frequency of 7.5 %. On the other hand, in the hydrogen
bond the amino acid ASN-87 was the one that clearly presented the
highest and most significant values with respect to the remainder
of the amino acids. Finally, m-stacking interactions presented the
lowest percentage of occurrence with values less than 1 %. Both of
the aforementioned residues provide the major contribution in the
binding of the bromosporine inhibitor to the complex. Therefore,
these residues may be effective targets for the development of se-
lective bromodomain inhibitors in L. donovani.
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Figure 7. Molecular interactions of the bromosporine-bromodomain system obser-
ved during MD. A. The spatial conformation of the system and the key amino acids
are shown with the approximate distance in A, from the crystal structure. B, C, and D
show the frequency of occurrence in % of the hydrophobic, H-bond and m-stacking
interactions.

Discussion

In this work, we used conventional molecular dynamics and stee-
red molecular dynamics simulations to evaluate the structural dy-
namics, energetics and recognition mechanism of the bromosporin
inhibitor coupled to the bromodomain complex of L. donovani.

The analyses showed that in all replicates there are three regions
with high fluctuation values. Regions R, and R’, correspond to the
binding loops; BC and ZA. The values are as expected because both
belong to the active site that comes in direct contact with the ligand
and it has been shown that the movement of the residues is impor-
tant for ligand recognition in the bromodomain. The results are si-
milar to those obtained by [47] who analysed eight ligand-coupled
bromodomain complexes showing high RMSF values at the active
site. The R’, region corresponds in the same way to a loop so it is
expected to vibrate more with respect to the helix regions [48].

The RMSD values indicated that the replicates obtained from the
bromodomain present values > 3.0 A indicating that they have low
stability during the simulation. This may occur due to interaction
with the ligand or hydrophobic residues in the loops that may con-
tribute to the instability of the structure [49], [50]. In the case of
the ligand results, they showed stability and it could be determined
that there are three conformational states. A possible reason for
finding multiple states in the ligand is because it is promiscuous and
can interact with different structural subfamilies of bromodomains
[51]. In fact, it was designed to interact not only with the identified
binding site but also with a channel formed by the ZA loop and he-
lix A that is present in almost all bromodomain structures. Howe-
ver, this pocket has rarely been observed to undergo interaction by
histone peptide ligands. The observed variations in conformations
suggest changes in orientation, position and possible interactions
between the ligand and the linker pocket over time. These confor-
mational changes may be essential for the stability and specific in-
teractions between the ligand and the active site. Taken together,
the images capture the dynamics of the ligand-cavity complex and
provide key information for understanding their interaction at diffe-
rent times in the process [52].

In the case of SMD simulations, the force profiles showed that
there is a peak at cleavage of the bromosporin with the bromodo-
main complex. The observed energy barrier is due to the cleavage
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of H-bonds, in this case of ASN-87 with the ligand. Subsequently,
the values were observed to drop to zero indicating that the ligand
completely dissociates from the binding pocket of the receptor
[53], [54]. Similar results were observed in the calculations of work
required for uncoupling and PMF which after presenting peaks both
started to stabilise after 25 A [55].

Finally, the binding interaction results between bromodomain and
bromosporin indicated that in all three replicates there is H-bond
formation of the ASN-87 residue [56]. The data are as expected due
to previous investigations, where ligands recognise the central ca-
vity of the receptor and anchor via hydrogen bridging to an aspara-
gine residue present in most bromodomains. In addition, it could
be determined that in the BC loop there is TRP-93 which together
with VAL-41 and VAL-46 located in the ZA loop are key residues in
the hydrophobic interactions allowing the ligand to fully enter the
binding site [57], [58].

Conclusion

In this work, we performed computer biomolecular simulations of
the bromosporin ligand bound to the bromodomain complex. RMSF
and RMSD analyses indicated that the bromodomain has greater
flexibility than the ligand, causing the ligand to have freedom of
movement and producing three conformational states during the
simulation. In addition, it was determined that Van Der Waals inte-
ractions are key for the recognition of the ligand to the active site
to occur. Finally, it could be determined that residues ASN-87 and
TRP-93 surround the enzyme pocket and are located in the BC loop
of the complex. Therefore, the findings of this study provide use-
ful dynamic information related to conformational alterations and
structure-affinity relationship at atomistic levels for new therapeu-
tic strategies towards the bromodomain.
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Sintesis y actividad antipro-
liferativa de una mezcla de
derivados de (*/.) 7-clo-
ro-(4-tioalquilquinolina).
Induccién de apoptosis y
dafo sobre el ADN/ARN

Resumen

Después de las enfermedades cardio-
vasculares, el cancer, una patologia no
transmisible, ha sido considerado como
la segunda causa de muertes cada afio a
nivel global y como la barrera mas impor-
tante para aumentar la esperanza de vida
en el siglo 21. Se han alcanzado avances
de gran relevancia en su prevencion y
tratamiento; sin embargo, existe atin un
largo camino por recorrer para alcanzar
un tratamiento efectivo para cada tipo
de cancer. En este trabajo se describen
enfoques de reposicionamiento y sintesis
de moléculas hibridas con potencial acti-
vidad antineoplasica. Para obtener el al-
dehido intermediario clave, se empleo la
metodologia de oxidacion de Dess-Mar-
tin, que fue acoplado con las cetonas
correspondientes usando LDA; se genero
asi una mezcla racémica para cada uno
de los compuestos hibridos propuestos.
La actividad antiproliferativa in vitro de
los compuestos finales se evalud frente
a ocho lineas celulares derivadas de tu-
mores so6lidos humanos, y cuatro lineas
celulares no cancerosas. El compuesto
11d resulto ser el mas efectivo y con ma-
yor indice de seguridad. Los resultados
sugirieron que estos compuestos podrian
bloquear el ciclo celular e inducir la apop-
tosis y la muerte en las células CCRF-CEM
de forma dependiente de la dosis in vitro.

Palabras clave: cancer; ciclo celular; deri-
vados sulfanilos; mezcla racémica.

Synthesis and antiprolife-
rative activity of a mixture
(*/-) 7-chloro-(4-thioalkyl-
quinoline) derivatives.
Inducing  apoptosis
DNA/RNA damage

and

Abstract

After cardiovascular diseases, cancer, a
non-communicable pathology, has been
considered the second cause of death
each year globally and as the most impor-
tant barrier to increasing life expectancy
in the 21st century. Advances of great
relevance have been made in its preven-
tion and treatment, however, there is still
a long way to go to achieve an effective
treatment for each type of cancer. This
paper describes approaches to reposi-
tion and synthesis of hybrid molecules
with potential antineoplastic activity. To
obtain the key intermediate aldehyde,
the Dess-Martin oxidation methodology
was used, which was coupled with the
corresponding ketones using LDA. The
final hybrid compounds were obtained as
a racemic mixture. The in vitro antiproli-
ferative activity of the final compounds
was evaluated against eight cell lines de-
rived from human solid tumors, and four
non-cancerous cell lines. The compound
11d turned out to be the most effective
and with the highest safety index. The
results suggested that these compounds
could block the cell cycle and induce
apoptosis and death in CCRF-CEM cells
in a dose-dependent manner in vitro.

Keywords: cancer; cell cycle; sulfanyl de-
rivatives; racemic mixture.

Sintese e atividade antipro-
liferativa de uma mistura
de derivados de (/) 7-clo-
ro-(4-tioalquilquinolina).
Inducdo de apoptose e dano
de DNA/RNA

Resumo

Depois das doengas cardiovasculares, o
cancer, uma patologia ndo transmissi-
vel, tem sido considerado como a se-
gunda causa de mortes a cada ano em
todo o mundo e como a barreira mais
importante para o aumento da expec-
tativa de vida no século 21. Avancos de
grande relevancia tém sido feitos na sua
prevencdo e tratamento, no entanto,
ainda ha um longo caminho a percorrer
para alcangar um tratamento eficaz para
cada tipo de cancer. Este artigo descreve
abordagens para o reposicionamento e
sintese de moléculas hibridas com po-
tencial atividade antineoplasica. Para a
obtencdo do aldeido intermediario chave,
foi utilizada a metodologia de oxidacao
de Dess-Martin, que foi acoplada com as
cetonas correspondentes usando LDA. Os
compostos hibridos finais foram obtidos
como uma mistura racémica. A atividade
antiproliferativa in vitro dos compostos
finais foi avaliada contra oito linhagens
celulares derivadas de tumores solidos
humanos e quatro linhagens celulares
ndo cancerosas. O composto 11d reve-
lou-se o mais eficaz e com o maior indice
de seguranca. Os resultados sugeriram
que estes compostos poderiam bloquear
o ciclo celular e induzir apoptose e morte
em células CCRF-CEM de forma dose-de-
pendente in vitro.

Palavras-chave: cancer; ciclo celular; de-
rivados sulfanilos; mezcla racémica.
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Sintesis y actividad antiproliferativa de una mezcla de derivados de (*/ _) 7-cloro-(4-tioalquilquinolina). Induccién de apoptosis y daiio sobre el ADN/ARN

Introduccién

El cancer es un término genérico empleado para definir a un grupo
de enfermedades caracterizadas por el crecimiento y diseminacion
descontrolada de células anormales, que pueden afectar cualquier
parte del organismo y que sin un tratamiento adecuado pueden pro-
vocar la muerte. Aunque las causas del desarrollo del cancer no han
sido completamente dilucidadas, se sabe que numerosos factores
aumentan el riesgo, pues actiian de manera simultanea para iniciar
y/o promover su crecimiento, incluidos muchos que son potencial-
mente evitables, como el consumo de tabaco, alcohol, el exceso de
peso corporal y el sedentarismo, y otros que no lo son, por ejemplo,
las mutaciones genéticas y las afecciones virales, entre otros facto-
res. El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo y represent6 casi diez millones de muertes en 2020 [1]. La
proyeccion de la Sociedad Americana del Cancer estima que para
2023 se reportaran 1.958.310 nuevos casos, con un nimero de fa-
Llecidos en el orden de los 609.820. El tipo de cancer que sufrira un
mayor incremento sera el cancer de prostata, con un 3 %, después
de haber tenido una disminucion en estas tltimas dos décadas [2].

Se estima que existen dos causas del desarrollo anormal en cance-
res humanos: la primera es la alteracion de las vias de sefializacion
en las células y la segunda es la interrupcion del ciclo celular [3],
[4]. La farmacorresistencia es considerada otra de las principales
dificultades en la terapia del cancer; puede desarrollarse en todos
los tipos de cancer y en estrategias terapéuticas como la inmuno-
terapia, la terapia molecularmente dirigida y la quimioterapia [5].
Son muchos los esfuerzos que se han hecho para reducir los efectos
adversos durante la terapia contra el cancer, entre ellos, la preven-
cion de los efectos secundarios en las células y tejidos cercanos, el
aumento de la acumulacion de farmacos y la eficacia en la lesion, asi
como el desarrollo de nuevos sistemas de administracion y focaliza-
cion de farmacos [6]. Para alcanzar estos objetivos, un proceso que
ha recibido gran atencion en estos ultimos tiempos es el relaciona-
do con el “reposicionamiento”, que consiste en encontrar nuevas
indicaciones terapéuticas para los medicamentos utilizados clinica-
mente en el tratamiento de patologias diferentes al cancer [7]-[11].
Otra estrategia alternativa para el desarrollo de nuevos farmacos es
el enfoque de hibridacion, que ha demostrado ser exitoso para el
desarrollo de agentes bioldgicamente eficaces [12], [13]. EL término
“farmaco hibrido” generalmente se refiere a la combinacién de dos
o mas moléculas bioldgicamente activas o dos grupos farmacofori-
cos de diferentes compuestos en una molécula. La combinacion da
como resultado una nueva molécula, ahora conocida como hibrida,
que puede ser mas potente, menos potente o idéntica a su com-
puesto precursor. En las moléculas hibridas, un conector puede es-
tar presente (hibridos con enlazadores) o no (hibridos fusionados),
o pueden estar fusionados (quiméricos) [14]-[19].

Como fragmento privilegiado, la quinolina es una molécula plana
rigida, que se comporta como un farmacéforo presente en el nicleo
de numerosos agentes fisiologicamente activos que muestran inte-
resantes propiedades terapéuticas; por ejemplo, la cloroquina (CQ)
1, hidroxicloroquina (HCQ) 2, camptotecina 3, levatinib 4 [20]-[23]
(Figura 1). Del mismo modo, cuando las quinolinas estan constitui-
das en su estructura, con heteroatomos como el azufre, han resul-
tado ser efectivas en modelos de enfermedades en donde su meca-
nismo de accion se ha asociado con la inhibicion de la formacion de
[3-hematina, inhibicion de la adhesion, migracion, e invasion celular,
induccion de apoptosis, estrés oxidativo, por su accion antipaltdica
y antituberculosa, como agentes hipocolesterolémicos, y por su ac-
tividad antiproliferativa contra células cancerosas [24]-[32].
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Figura 1. Moléculas con el ntcleo de la quinolina con diferentes actividades biolo-
gicas.

Otro ndcleo privilegiado esta constituido por la indanona, que en
combinacién con aldehidos genera las arilidenindanonas, que son
consideradas como las primas rigidas de las chalconas y se generan
incorporando al sistema a,[-insaturado cetoénico de chalconas un
anillo ciclico de cinco miembros. Generalmente son sintetizadas a
partir de 1-indanona y benzaldehidos por medio de una reaccion
aldélica, por ejemplo, los compuestos 5 y 6 con actividad para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y antineoplasicos, res-
pectivamente [33], [34]. En la naturaleza encontramos algunas in-
danonas como la pterosina P 7 aislada del helecho de la especie
Pteridium aquilinum [35]-[37], con actividad como antibacteriano,
antiespasmadico, citotdxica, entre otras actividades [38], [39] (Fi-
gura 2).

H3co,

Figura 2. Moléculas con el nicleo de la 1-indanona con diferentes actividades bio-
logicas.

En este trabajo presentamos el disefio y sintesis de nuevas molécu-
las que busca optimizar alin mas los agentes anticancerigenos basa-
dos en la CQ; en ellas se modificé selectivamente la cadena lateral
de la funcionalidad cuatro amino con un grupo que contiene azufre
y la incorporacion de indanonas metoxisustituidas (Figura 1). Se-
leccionamos este enfoque fundamentandonos en el hecho de que a
los analogos de CQ sustituidos por 4-sulfanilindanonas adin no les
ha sido explorada en profundidad su actividad anticancerigena. Se
pudo observar que algunos de ellos muestran actividad antiproli-
ferativa mas efectiva que la CQ y la indanona individualmente; en
el estudio de su potencial mecanismo de accion se pudo observar
que existe una acumulacion significativa de células en fases G2/M,
que se acompafié de un aumento de células con GO/G1, y una dis-
minucién de S, ADN y contenido de ARN. Ademas, los compuestos
indujeron distintos valores sub-G1, que representan la poblacion de
células apoptoticas y muertas.

Materiales y métodos

Los puntos de fusion se determinaron en un fusiometro Fisher-Jo-
hns"® y no estan corregidos. La cromatografia en capa fina (CCF) se
Llevé a cabo en placas Merck™® silica F?>* de 0,255 mm y las manchas
se visualizaron mediante fluorescencia UV a 254 nm. Los espectros
IR se determinaron mediante un espectrofotometro Perkin-Elmer-
MR Spectrum two y se expresan en cm™'. Los espectros de RMN de
'H y '3C se realizaron usando un espectrometro JEOL Eclipse™® 270
(@ 270 MHz para espectros de 'H y 67,9 MHz para espectros de
30), usando CDCL, como solvente, y se reportan en ppm empleando
como referencia el CHCL, residual (6 7,25 para RMN 'Hy 77,0 para
RMN '3C, respectivamente). Los reactivos quimicos se obtuvieron
de Aldrich Chemical CoM®, EE.UU. de Norteamérica. Todos los disol-
ventes se destilaron y secaron de la manera habitual. El intermedia-
rio 8 ha sido reportado previamente [40].
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Procedimiento general para la obtencién de los deriva-
dos 2-{3-[(7-cloroquinolin-4-il) sulfanil] -1-hidroxi-
propil}-indanosustituida-2,3-dihidro  -1H-inden-1-
ona (11a-e)

Para la obtencion del aldehido 9, se disolvio el intermediario 8 (1
Eq) en 20 mL de diclorometano (DCM) seco, se agregd 10 Eq de
bicarbonato de sodio (NaHCO,), 1,2 Eq de reactivo de Dess-Mar-
tin (DMP), en 5 mL DCM seco; la mezcla se mantuvo con agitacion
constante por 30 min a temperatura ambiente y atmoésfera de N,.
Finalizada la reaccion, se lavé con solucion saturada de Na,S,0,
(4x10 mL), solucién saturada de NaHCO, (2x10 mL), y con agua
destilada (2x10 mL). La fase organica se sec6 con Na,SO, anhidro,
se filtrd y el solvente se eliminé a presion reducida [41]. Debido a
su inestabilidad, el compuesto 9 se usoé sin previa caracterizacion.

Paralelamente, se procedio a sintetizar la diisopropilamina de litio
(LDA), que se obtuvo al hacer reaccionar diisopropilamina seca 1 Eq
(la diisopropilamina se sec6 con hidruro de calcio a 120 °C y pos-
terior destilacion a presion normal) y n-butillitio 1 Eq (disuelto en
tolueno 1,6 M), a -78 °C, en atmoésfera de Ar y agitacion continua
por 20 min. Se agregd gota a gota, por medio de una inyectadora, la
indanona respectiva 10a-e (0,85 Eq) disuelta en 2 mL de THF seco
en un tiempo de 15 min; seguidamente se adiciono el aldehido 9
disuelto en 1 mL de THF seco; la mezcla de reaccion se agit6 por 30
min hasta que la temperatura alcanzé los -50 °C[42]. La reaccion se
monitored por CCF; finalizada la reaccidn se adiciond al balén una
solucion saturada de cloruro de amonio (NH4Cl, 10 mL), ademas de
una mezcla de acetato de etilo AcOEt:agua (1:1) (15 mL). La fase or-
ganica se separo y se trat6 con Na SO, anhidro; se filtré y evapord el
solvente a presion reducida. El sélido obtenido se purifico utilizan-
do cromatografia de columna, con mezclas de ciclohexano:acetato
de etilo (Cy:AcOEt); se obtuvo una mezcla de diasteroisémeros con
rendimientos que van desde 55 % a un 75 % [43], [44].

(*/-)2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]-8-hidroxipropil}-2,3-dihi-
dro-1H-inden-1-ona 11a

Soélido cristalino blanco. Purificacion por columna: 100% Cy, 85:15,
75:25,65:35, 3:2 Cy:AcOEt. Rendimiento: 75%. Punto de fusion: 173
- 175 °C. Infrarrojo (cm™): 3406 (-OH), 2923 (C-H alifatica), 1691
(C=0). RMN H (270 MHz, CDCl3) 6 ppm: 2,02-2,09 (m, 4H, H9);
2,71-2,88 (m, 2H, H2); 3,17-3,42 (m, 8H, H3, 10); 3,98-4,04 (m, TH,
H8); 4,54-4,57 (m, 1H, H8); 4,73 (sa, 1H, OH);7,17 (d, 1H, H3’, ] =
494 Hz); 7,26 (d, TH, H3’, ] = 4,94 Hz); 7,31-7,48 (m, 6H, H4, 6, 6);
7,60 (d, 1H, H6, J = 7,18 Hz); 7,71 (d, 1H, H7, ] = 7,67 Hz); 7,76 (d,
1H,H7,]=7,67 Hz); 7,98 (d, 1H, H5’, ] = 8,91 Hz); 7,98-8,02 (m, 3H,
H5’, 8 x 2); 8,65;8,69 (d, 1H, H2’, ] = 4,94 Hz). RMN e (68 MHz,
CDCl3) S ppm: 27,0(C3 6 10); 27,6(C3 6 10); 27,9(C3 6 10); 29,8(C3
6 10); 33,4(C9); 34,5(C9); 51,7(C2); 53,2(C2); 69,6(C8); 71,4(C8);
116,2(C3%); 123,9(C7); 124,2(C7); 125,0(C5’ 6 8'); 125,1(C5’ 6 8");
126,6(C6°64066);126,7(C6° 64 66); 127,3(C6' 64 6 6); 127,3(C6’
64 66);127,6(C6' 64 6 6); 127,9(C6’ 6 4 6 6); 128,9(C5’ 6 8");
135,2(C5); 135,6(C5); 135,8: 135,8; 136,4; 137,1; 147,9; 147,9;
148,0; 150,2(C2); 150,3(C2); 153,5; 153,4; 207,6(C1); 209,6(C1).
F.M: C ClNOzs, P.M: 383,89 g/mol.

2'|H'|8
(*/-)2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]-8-hidroxipropil}-5-me-
toxi-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona 11b

Sélido cristalino blanco. Purificacion por columna: 100% Cy,
4:1,3:2, 1:1, 2:3, 3:7 Cy:AcOEt. Rendimiento: 65%. Punto de fusion:
158 - 160 °C. Infrarrojo (cm™): 3375 (-OH), 2925 (C-H alifatica),
1677 (C=0), 1026 (ar C-O-C al). RMN "H (270 MHz, CDCL3) 6 ppm:
1,94-2,06 (m, 4H, H9); 2,65-2,86 (m, 2H, H2); 3,10-3,27 (m, 4H,
H3); 3,35-3,41 (m, 4H, H10); 3,86 (s, 3H, OMe), 3,92-4,01 (m, TH,
H8); 4,46-4,53 (m, TH, H8); 4,90 (sa, 1H, OH); 6,83-6,91 (m, 4H,
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H4, 6); 7,18 (d, TH, H3’, ] = 4,67 Hz); 7,22 (d, T1H, H3, ] = 4,67 Hz);
7,45 (dd, 2H, H6', ] = 1,97, 8,91 Hz); 7,62 (d, 1H, H7, ] = 8,67 Hz);
7,68 (d, 1H, H7, ] = 8,67 Hz); 7,97 (d, 1H, H5’, ] = 8,91 Hz); 7,99-
8,02 (m, 3H, H5’, 8 x 2); 8,65 (d, TH, H2', ] = 4,94 Hz); 8,68 (d, TH,
H2’, ] = 4,94 Hz). RMN "C (68 MHz, CDCls) 6 ppm: 27,0(C3 6 10);
27,7(C3 6 10); 27,9(C3 6 10); 29,8(C3 6 10); 33,3(C9); 34,6(C9);
51,6(C2); 53,2(C2); 55,8(0OMe); 69,8(C8); 71,6(C8); 109,7(C4 6 6);
109,9(C4 6 6); 115,7(C3°); 116,0(C4 6 6); 116,2(C4 6 6); 125,0(C5’
0 87); 125,1(C5’ 6 8'); 125,6(C7); 125,9(C7); 127,3(C6’); 127,3(C6’);
128,9(C5’ 6 8); 130,4; 135,7; 148,0; 150,2(C2); 150,3(C2); 156,6;
157,4; 165,9; 166,2; 205,7(C1); 207,3(C1); F.M: CZZHZOCINO3S,
P.M: 413,92 g/mol.

(*/-)2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]-8-hidroxipropil}-4,5-dime-
toxi-2,3-dihidro- TH-inden-1-ona 11c

Solido amarillo. Purificacion por columna: 100% Cy, 95:5,9:1,
85:15,4:1,75:25,7:3,65:35, 3:2,55:45, 1:1, 45:55, 2:3, 35:65, 3.7
Cy:AcOEt. Rendimiento: 60%. Punto de fusion: 130 - 132 °C. Infra-
rrojo (cm™): 3392 (-OH), 2927 (C-H alifatica), 1693 (C=0), 1081
(ar C-O-Cal). RMN 'H (270 MHz, CD3OD) 6 ppm: 1,97-2,04 (m, 2H,
H9); 2,20-2,27 (m, 2H, H9); 2,97-3,08 (m, 2H, H2); 3,23-3,25 (m,
4H, H3); 3,35-3,53 (m, 4H, H10); 3,88 (s, 3H, OMe); 3,94 (s, 3H,
OMe); 4,18-4,21 (m, 2H, H8); 4,39-4,42 (m, 1H, OH); 7,12 (d, 2H,
H6, ] = 8,42 Hz); 7,45 (d, 2H,H7, ] = 8,40 Hz); 7,75-7,77 (m, 4H, H3’,
6°); 8,05 (d, 2H,H8’, /= 1,97 Hz); 8,31 (d, 2H, H5’, ] = 8,88 Hz); 8,77
(d, 2H,H2’, J = 5,70 Hz). RMN "*C (68 MHz, CD3OD) 6 ppm: 25,9(C3
6 10); 27,9(C3 6 10); 31,7(C9); 52,4(C2); 55,6(0OMe); 59,3(0OMe);
70,7(C8); 112,9(C6); 115,9(C3"); 119,9(C7); 122,7(C8"); 124,6;
125,6(C5°); 128,6(C6"); 130,9; 145,3; 147,1(C2"); 158,3;206,2(C1).
F.M: C__H ClNO4S, P.M: 443,94 g/mol.

23 22
(*/-)2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]-8-hidroxipropil}-4,7-dime-
toxi-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona 11d

Solido marroén. Purificacion por columna: 100% Cy, 4:1, 7:3, 3:2,
55:45, 1:1, 4:3 Cy:AcOEt. Rendimiento: 69%. Punto de fusion:
143 - 145 °C. Infrarrojo (cm™): 3243 (-OH), 2921 (C-H alifatica),
1695 (C=0), 1026 (ar C-O-C al). RMN "H (270 MHz, CDCl3) 6 ppm:
2,04-2,10 (m, 4H, H9); 2,62-2,83 (m, 2H, H2); 2,98- 3,15 (m, 4H,
H3); 3,30- 3,46 (m, 4H, H10); 3,82 (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe);
3,96-4,12 (m, 1H, H8); 4,40- 4,55 (m, 1H, H8); 4,94 (sa, TH, OH);
6,68 (d, 1H, H5, ] = 8,91Hz); 6,73 (d, 1H, H5, ] = 8,91 Hz); 6,97 (d,
1H, H6, ] = 8,64 Hz); 7,01 (d, TH, H6, ] = 8,64 Hz); 7,40-7,42 (m,
2H, H3"); 7,53 (dd, 2H, H6', | = 9,13 Hz); 8,06 (d, 2H, H5', ] = 8,88
Hz); 8,27 (sa, 2H, H8’); 8,68 (d, 2H, H2’, ] = 5,43 Hz). RMN ™C (68
MHz, CDCl3) 6 ppm: 24,3(C3 6 10); 26,2(C3 6 10); 27,3(C3 6 10);
28,1(C3 6 10); 33,2(C9); 34,3(C9); 51,5(C2); 53,2(C2); 56,0(0Me);
56,1(0OMe); 69,8(C8); 71,4(C8); 109,7(C5); 110,1(C5); 115,5(C3%);
117,4(C6) 117,8(C6) 124,8(C5’ 6 8); 125,1(C5" 6 8'); 125,4(C5’
6 87); 126,1(C5’ 6 8’) 128,6(C6"); 128,7(C6"); 143,9; 146,7(C2");
150,3; 150,6; 151,8; 152,1; 207,3(C1). F.M: C,;H,_ CINO,S, P.M:
443,94 g/mol.

(*/-)2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]-8-hidroxipropil}-5,6-dime-
toxi-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona 11e

Solido amarillo. Purificacion por columna: 100% Cy, 4:1,7:3, 3:2,
55:45, 1:1, 45:55, 2:3, 35:65, 3:7 Cy:AcOEt. Rendimiento: 55%.
Punto de fusion: 142 - 143 °C. Infrarrojo (cm™): 3263 (-OH), 2923
(C-H alifatica), 1687 (C=0), 1030 (ar C-O-C al). RMN "H (270 MHz,
CDClz) 6 ppm: 1,94-2,04 (m, 4H, H9) 2,61-2,73 (m, 1H, H2); 2,84-
2,88 (m, 1H, H2); 3,04-3,28 (m, 4H, H3); 3,37-3,42 (m, 4H, H10);
3,84 (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe;, 3,91-3,99 (m, TH, H8); 4,46-
4,52 (m, TH, H8); 4,87 (sa, 1H, OH); 6,83 (s, 1H, H4); 6,87 (s, TH,
H4) 7,08 (s, TH, H7); 7,14 (s, 1H, H7); 7,19 (d, TH, H3’, ] = 4,70 Hz);
7,27 (d, 1H, H3’, ] = 4,70 Hz); 7,45 (dd, 2H, HE’, ] = 1,73, 8,91 Hz);
7,99 (d, 1H, H5’, ] = 8,88 Hz); 8,01-8,03 (m, 3H, H5’, 8’ x 2); 8,65
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(d, 1H, H2’, ] = 4,70 Hz); 8,69 (d, 1H, H2’, ] = 4,70 Hz). RMN 3C
(68 MHz, CDCL)) 6§ ppm: 27,0(C3); 27,5(C3); 27,9(C10); 29,6(C10);
33,3(C9); 34,7(C9); 51,8(C2); 53,2(C2); 56,2(0OMe); 56,3(OMe);
69,9(C8); 71,6(C8); 104,4(C7); 104,6(C7); 107,4(C4); 107,6(C4);
116,2(C3%); 116,2(C3’); 125,0(C5); 125,1; 127,3(C6"); 127,3(C6’);
128,9(C8’); 129,0; 129,8; 135,8; 135,8; 148,0; 149,1 149,8; 150,0;
150,1; 150,2(C2%); 150,2(C2°); 156,2; 156,5; 206,0(C1);207,6(C1).
F.M: C CINO,S, P.M: 443,94 g/mol.

23H22

Actividad bioldgica
Lineas celulares

Todas las lineas celulares fueron suministradas por la American
Tissue Culture Collection (ATCC). La linea celular A549 es deriva-
da de adenocarcinoma de pulmon. Las lineas celulares MRC-5 y BJ
se utilizaron como control no tumoral y representan fibroblastos
humanos. MRC-5 LD y BJLD son lineas celulares de fibroblastos de
pulmén humano resistentes a la doxorrubicina. La linea CCRF-CEM
se deriva de la leucemia linfoblastica T, con una alta quimiosensi-
bilidad, mientras que K562 representa células de una muestra de
paciente con leucemia mieloide aguda con translocacion ber-abl. La
sublinea resistente a daunorrubicina de células CCRF-CEM (CEM-
DNR bulk) y la sublinea resistente a paclitaxel K562-TAX fueron
seleccionadas mediante el cultivo de lineas celulares maternas en
concentraciones crecientes de daunorrubicina o paclitaxel, respec-
tivamente. Las células CEM-DNR sobreexpresan MRP-1 y proteina
P-glicoproteina, mientras que las células K562-TAX sobreexpresan
solo la glicoproteina P. Ambas proteinas pertenecen a la familia de
transportadores ABC y estan implicadas en el fendmeno primario
y/o adquirido de resistencia a multiples farmacos. La linea celular
U20S se deriva de osteosarcoma, HCT116 es una linea celular tu-
moral colorrectal y su contraparte (HCT116p53-/-, Horizon Dis-
covery Ltd, Reino Unido) es un modelo de canceres humanos con
mutacion del gen p53 que frecuentemente es asociada con mal pro-
nostico [45], [46]. Las células se mantuvieron en matraces plasticos
nunc/corning de 80 cm? para cultivo de tejido y se cultivaron en un
medio de cultivo celular de acuerdo con las recomendaciones ATCC
u Horizon (DMEM/RPMI 1640 con 5 g/L de glucosa, 2 mM de gluta-
mina, 100 U/mL; de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 10%
de suero fetal de ternera y NaHCO,) [45]-[48].

Ensayo de citotoxicidad empleando MTS

La actividad de los compuestos se determiné utilizando 3-(4,5-di-
metiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-te-
trazolio (MTS) y se realizé en el Instituto de Medicina Molecular
y Traslacional mediante una plataforma robética (High-ResBioso-
lutions). Las suspensiones celulares se prepararon y diluyeron de
acuerdo con el tipo de célula en particular y la densidad celular ob-
jetivo esperado (25000-35000 células/mL segtin las caracteristicas
de crecimiento celular). Las células se afadieron mediante pipeta
automatica (30 pL) en placas de microtitulacion de 384 pozos. To-
dos los compuestos ensayados se disolvieron en DMSO al 100% y
se afadieron diluciones cuadruples de la concentracion de ensayo
prevista en alicuotas de 0,15 L en el momento cero a los pozos de
la placa de microtitulacién mediante el manipulador de liquidos sin
contacto eco-acustico Echo550 (Labcyte™®). Los experimentos se
realizaron en duplicados y tres réplicas bioldgicas al menos. Las cé-
lulas se incubaron con los compuestos ensayados durante 72 ha 37
°C, en una atmosfera de CO, al 5% al 100% de humedad. Al final del
periodo de incubacion, las células se analizaron mediante la prueba
MTS. Las alicuotas (5 pL) de la solucion madre MTS se pipetearon
en cada pozo y se incubaron durante 1-4 h adicionales. Después de
este periodo de incubacion, la densidad 6ptica (DO) se midi6 a 490
nm con un lector Envision (PerkinElmer®). La supervivencia de las
células tumorales (SCT) se calculé mediante la siguiente ecuacion:
SCT = (pozo expuesto a DOdrug/pozos DOcontrol medios) x 100%.
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El valor de Cl,, la concentracion compuesta que es letal para el 50%
de las células tumorales, se calculd a partir de las curvas de do-
sis-respuesta apropiadas en el software Dotmatics [45]-[48].

Andlisis del ciclo celular y de la apoptosis

Las células CCRF-CEM se sembraron a una densidad de 1 x 10° cé-
lulas por mL en placas de seis pozos (TTP) y se cultivaron con com-
puestos en concentraciones correspondientes a 1x 6 5 x valor Cl_.
Junto con las células tratadas con compuestos, se recolecté una
muestra tratada con vehiculo en el mismo punto de tiempo. Des-
pués de 24 h, las células se lavaron con solucién salina tamponada
con fosfato frio (PBS) y se fijaron en etanol al 70% afadido gota a
gota y almacenado durante la noche a -20 °C. Posteriormente, las
células se lavaron en tampon de citrato hipotonico, se trataron con
RNasa (50 pg/mL) y se tifleron con yoduro de propidio. Para la me-
dicion se utilizé citometria de flujo utilizando un laser de haz Gnico
de 488 nm (Becton Dickinson™®). El ciclo celular fue analizado por el
software ModFitLT (Verity™?), y la apoptosis se midi6 en un modelo
logaritmico que expresa el porcentaje de particulas con contenido
de propidio inferior al de las células en la fase GO/G1 (<G1) del ciclo
celular. La mitad de la muestra se utiliz6 para el marcado de anti-
cuerpos pH3Ser10 (Sigma“®) y el posterior analisis de citometria de
flujo de las células en mitosis [46].

Andlisis de incorporacién de BrDU

Las células se cultivaron y procesaron como se describe en el mé-
todo anterior [45]-[48]. Antes de la cosecha, se agregd 5-bro-
mo-2-deoxiuridina (BrDU) 10 uM a las células para el marcado de
pulsos durante 30 min. Luego, las células se lavaron con PBS y se
fijaron con etanol frio al 70% de -20 °Cy se almacenaron en un con-
gelador durante la noche. Antes del analisis, las muestras se incuba-
ron en hielo durante 30 min, se lavaron una vez con disolucion sali-
na tamponada con fosfato (PBS) y se volvieron a suspender en HCL 2
M durante 30 min a temperatura ambiente (Ta) para desnaturalizar
su ADN. Después de la neutralizacion con una solucion de Na,B,0,
(bdrax) 0,1 M, las células se lavaron con PBS que contenia 0,5% de
Tween-20 y 1% de albumina de suero bovino (BSA). A continua-
cion, se realizo la tincion con anticuerpo primario anti-BrDU (Exbio)
durante 30 min a Ta en la oscuridad. Luego, las células se lavaron
con PBS y se tifleron con anticuerpos secundarios anti-raton-FITC
(Sigma™®) a Ta y en la oscuridad. Después de otro lavado con PBS
e incubacién con yoduro de propidio (0,1 mg/mL) y RNasa A (0,5
mg/mL) durante 1 h a Ta en la oscuridad, las células se analizaron
mediante citometria de flujo utilizando un laser de haz (inico de 488
nm (FACSCalibur, Becton Dickinson®, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.

Andlisis de incorporacién de BrU

Las células se cultivaron y trataron como se describié anteriormente
[45]-[48]. Antes de la cosecha, sigui6 el etiquetado de pulsos con 1
mM de 5-bromouridina (BrU) durante 30 min. Las células se fijaron
en paraformaldehido tamponado al 1% con NP-40 al 0,05% a Ta du-
rante 15 min, y luego se almacenaron a 4 °C durante la noche. Antes
de la medicion, se lavaron con glicina al 1% en PBS, se lavaron con
PBS nuevamente y se tifieron con anticuerpos primarios anti-BrDU
de reaccion cruzada a BrU (Exbio) durante 30 min a Ta en la oscuri-
dad. A partir de este punto, el experimento se realiz6 exactamente
como en el método anterior.

Resultados y discusion
Sintesis

Para la sintesis de los derivados 11a-e, se realizaron varios intentos
a fin de alcanzar el aldehido respectivo 9; entre los procedimien-
tos empleados se mencionan diferentes agentes oxidantes, como
el acido 2-iodoxibenzoico (IBX), acido 2-iodobenzoico estabiliza-
do (SIBX), reaccion de swern y el reactivo de Dess-Martin (DMP);
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sin embargo, el mejor resultado fue encontrado con el reactivo de
DMP, con el cual se obtuvo el compuesto 9 (Figura 3); debido a
su inestabilidad no fue posible su purificacion, por lo que se usd
sin caracterizacion previa en el siguiente paso de reaccion. La re-
accion de condensacion se realizé con diferentes indanonas 10a-e,
empleando como base di-isopropilamina de litio (LDA), en tetrahi-
drofurano (THF) seco, atmosfera de Ar, a una temperatura de -78 °C.
La reaccion se completa en un periodo de 50 min aproximadamente,
con rendimientos que van desde 55 a 75%. Obtenida la mezcla de
diasteroisdmeros, se realizaron intentos para separar dicha mezcla,
por medio de una columna cromatografica, en donde se elevo pro-
gresivamente la polaridad de la fase movil, pero no se obtuvo la
separacion deseada.
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Figura 3. Sintesis de los derivados 11a-e.

No R, R, R, R,
11a H H H H
11b H OCH, H H
11c OCH,  OCH, H H
11d  OCH, H H  OCH,
11e H OCH,  OCH H

El compuesto 2-{10-[(7-cloroquinolin-4-il)sulfanil]8-hidroxipro-
pil}5,6-dimetoxi-2,3-dihidro- 1H-inden-1-ona (11e) se empleara
como modelo para ilustrar la discusion. Este compuesto se obtuvo
como una mezcla de diasteroisémeros con una férmula molecular
CBHZZC[NOAS, como un soélido amarillo, soluble en DCM, su punto
de fusion fue de 142-143 °C y se obtuvo con un rendimiento de
55%. En el espectro de IR se observaron: una banda intensa a 3263
cm™, correspondiente al estiramiento O-H, a 2923 cm™ aparece
una banda caracteristica de estiramientos C-H de la zona alifatica, a
1687 cm™ una banda tipica de carbono carbonilico C=0 de cetona,
y a 1030 cm™ la banda correspondiente a los estiramientos C-O-C
de los grupos metoxi presentes en la molécula. Cuando se procede a
analizar el espectro de RMN "H, se observa que varias sefales apare-
cen duplicadas, lo que se atribuye a que el compuesto se encuentra
bajo la forma de una mezcla de diasteroisémeros. El espectro nos
muestra a campo alto un multiplete con un desplazamiento quimi-
co desde 1,94 a 2,04 ppm, que integra para 4H, que se asignd a los
protones enlazados al carbono nueve; entre 2,61-2,73 y 2,84-2,88
ppm se observan dos multipletes que integran para 1H cada uno,
asignado al proton sobre el carbono dos del anillo de la indano-
na, entre 3,04-3,28 ppm se presenta un multiplete que integra para
4H, que fue asignado a los protones unidos al carbono tres de la
indanona. Entre 3,37-3,42 ppm se tiene un multiplete que integra
para 4H asignados a los protones sobre el carbono dies en la cadena
alifatica. A 3,84 y 3,89 ppm se observan dos singletes que integran
para 6H cada uno, que fueron asignados a los grupos metoxi en las
posiciones cinco y seis del anillo de la indanona. A 3,91-3,99 y 4,46-
4,52 ppm se observan dos multipletes que integran para 1H cada
uno, los cuales fueron asignados al protén del carbono ocho pre-
sente en la cadena alifatica. Y, para finalizar, en la zona alifética se
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muestra un singlete ancho a 4,87 ppm, que se asigna al protdn del
grupo hidroxilo en el compuesto 11e. A campo bajo se presentan
seis sefiales que se asignan a siete protones aromaticos. A 6,83 y
6,87 ppm se presentan dos singletes que integran cada uno para TH,
asignado al proton cuatro, y seguidamente, a 7,08 y 7,14 ppm, otros
dos singletes que integran para 1H cada uno asignado al proton sie-
te presente en el anillo de la indanona. En cuanto a los protones del
anillo quinolinico, las sefales se encuentran duplicadas, pero no se
observa una diferencia significativa en lo que respecta a los despla-
zamientos y la multiplicidad, al ser comparada con los espectros de
los compuestos quinolinicos previamente discutidos.

En el espectro de RMN 'C se confirma igualmente la presencia de
los productos de condensacion, con base en la presencia de cuatro
sefales a 27,0 y 27,5 ppm, que se asigna al carbono tres del anillo
de laindanona,a 51,8y 53,2 ppm el carbono dos,a 69,9y 71,6 ppm
las sefiales correspondientes al carbono ocho y en 206,0 y 207,6
ppm las senales correspondientes al C carbonilico de la cetona. To-
das estas sefiales se encuentran duplicadas por presentar una mez-
cla de diasteroisomeros en la muestra. En el espectro se observan
38 sefiales totales pertenecientes a los carbonos no equivalentes en
el compuesto 11e, dentro de lo que cabe mencionar que dos corres-
ponden con los carbonos metilicos de los grupos metoxi, seis se co-
rresponden con carbonos metilénicos, 16 con carbonos metinicos y
14 sefales que indican el nimero de carbonos cuaternarios. A 27,9
y 296 ppm se muestran dos sefales asignadas al carbono diez. A
33,3y 34,7 ppm se observan las sefales asignadas al carbono nue-
ve.A 56,2y 56,3 ppm se tienen las sefiales de los grupos metoxi que
se encuentran unidos en las posiciones cinco y seis del anillo de la
indanona. En lo que respecta a la zona aromatica se evidencian dos
sefales en 104,4 y 104,6 ppm asignada al carbono siete y a 107,4
y 107,6 ppm se tienen dos sefales que son asignadas al carbono
cuatro, correspondientes al anillo de la indanona. Las sefales asig-
nadas a los protones metinicos del anillo quinolinico no presentan
diferencias significativas en los desplazamientos cuando se compa-
ran con los del compuesto reportados previamente. En cuanto a las
diferencias de los desplazamientos de los carbonos en la estructura
de los derivados 11a-e, se observa diferencia en los desplazamien-
tos y multiplicidad que se atribuye al patron de sustitucion presente
sobre el anillo aromatico de la indanona. Estas asignaciones inequi-
vocas se realizaron apoyandonos ademas en el analisis de los espec-
tros DEPT 135°, COSY, HETCOR.

Actividad citotéxica

La actividad citotdxica in vitro de los compuestos finales 11a-e se
evalu6 después de tres dias de incubacion frente a ocho lineas celu-
lares derivadas de tumores solidos humanos, incluidos carcinomas
de pulmon (células A549) y colon (HCT116 y HCT116p53-/-), asi
como lineas celulares de leucemia (CCRF-CEM, CEM-DNR, K562
y K562-TAX) y osteosarcoma (células U20S). A modo de compa-
racion, se usaron lineas celulares resistentes a la doxorrubicina
de fibroblastos BJ y MRC-5 no malignos y de fibroblastos BJLD y
MCR-5LD. Las concentraciones que inhiben el crecimiento celular
en un 50% (C150) se determinaron mediante una tincion metabdlica
cuantitativa con 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-5-(3-carboximetoxifeni-
1)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) y se resumen en la Tabla 1.

Los resultados mostraron que la linea celular CCRF-CEM fue la mas
sensible a los derivados de 11a, c-d. Con la excepcion del compues-
to 11d con un valor de Cl,en el rango de 11,2 uM, los compuestos
fueron menos activos contra sus homoélogas CEM-DNR resistentes
a la daunorrubicina. Con algunas excepciones, en el caso de las cé-
lulas K562 y la correspondiente linea celular K562-TAX resistente
a taxol, se observé una diferencia significativa para el derivado 11b
con un valor dos veces mayor contra K562-TAX que la linea celular
K562. Por otro lado, con la excepciéon de 11b y d los compuestos
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Tabla 1. Actividad citotdxica (Clso' UM) de derivados de 11a-e después de 72 h de incubacion con lineas celulares humanas cancerosas y no cancerosas.

CCRF- CEM- HCT116- K562-
No A549 BJ BJLD CEM DNR HCT116 p53 K562 TAX MRC-5  MRC5-LD U20s
11a 38,19 48,72 43,16 55 41,27 25,27 24,01 16,63 33,93 35,32 34,65 9,72
11b 30,51 37,65 39,23 12,15 27 >50 >50 >50 21,07 37,07 37 >50
11c 32,41 >50 ND 4,09 14,97 >50 >50 5,27 13,11 >50 >50 33,03
11d 15,14 25,04 23,88 3,81 11,2 17,47 17,35 9,6 11,23 30,01 24,31 7,36
11e >50 >50 ND 4,13 23,16 >50 >50 4,6 23,29 >50 ND >50

A549: adenocarcinoma de pulmén, MRC-5 y BJ: células no tumorales de fibroblastos humanos, MRC-5 LD y BJLD: fibroblastos de pulmén humano resistentes a la doxorrubicina,

CCRF-CEM: leucemia linfoblastica T, K562: leucemia mieloide aguda con translocacion ber-abl, CCRF-CEM: sublinea celular de leucemia resistente a daunorrubicina, K562-TAX:

sublinea celular de leucemia mieloide aguda resistente a paclitaxel, U20S: linea celular de osteosarcoma, HCT116: linea celular tumoral colorrectal, HCT116p53-/-: linea celular
tumoral colorrectal con|mutacién en el gen p53.

11a, c y e fueron en el rango de dos y cinco veces mas potentes
contra K562 que la linea celular resistente K562-TAX. Estos resul-
tados indican que otros mecanismos, ademas de la glicoproteina P,
que es comUn para ambas lineas celulares, son responsables de la
resistencia.

A excepcion del derivado 11d, el resto de los compuestos pueden
considerarse inactivos frente al adenocarcinoma de pulmén huma-
no A549 (Cl_, > 15 uM). La actividad citotoxica de todos los com-
puestos probados contra las lineas celulares de carcinoma de colon
(HCT116 y HCT116p53-/-) fue similar, poco activos. Se observé un
ligero aumento en la actividad citotoxica de los compuestos 11a
y d frente a células cancerosas humanas de osteosarcoma (U20S)
(Cl,, 9,72y 7,36 UM), respectivamente. Los compuestos 11a-e se
pueden considerar como no toxicos en las lineas celulares no can-
cerosas BJ, MRC-5, BJLD y MRC-5LD.

A partir de estos resultados, es obvio, con algunas excepciones, que
el derivado 11d exhibi6 una citotoxicidad selectiva mas pronuncia-
da (en comparacion con las células BJ y MRC-5) contra las células
cancerosas humanas de HCT116 (cancer colorrectal humano con
p53 de tipo salvaje) y HCT116p53-/- (cancer colorrectal humano
con p53 eliminado), asi como lineas celulares de leucemia (CCRF-
CEM, CEM-DNR, K562 y K562-TAX), pulmén (A549) y células de
osteosarcoma (U20S). También se detecté una buena selectividad

en los compuestos 11c y 11e para células cancerosas leucémicas
y colorrectales (con y sin delecion de p53) (en comparacion con
MRC-5). Con respecto al compuesto 11a, exhibié una selectividad
moderada (en comparacion con las lineas celulares BJ y MRC-5)
para las células A549; sin embargo, present6 buena selectividad (en
comparacion con las células BJ y MRC-5) para las células cancerosas
derivadas de pulmon, carcinoma de colon, asi como en células leu-
cémicas y de osteosarcoma.

Como era de esperar, la citotoxicidad de los compuestos evaluados
se observa significativamente afectada por el estado de oxidacion
del 4tomo de azufre unido a la posicion C-4 de la quinolina y por la
oxidacion del nitrégeno quinolinico, como ha sido reportado pre-
viamente [49], y por el nimero y patrén de sustitucion en que se
encuentran los grupos metoxilos en el nucleo de la 1-indanona.

Andlisis del ciclo y muerte celular

Por otro lado, queriamos averiguar si los compuestos 11a-e pueden
detener el ciclo celular de las células cancerosas, como se report6d
anteriormente para la cloroquina y analogos [49]- [54]. Con el fin
de obtener una descripcién mas detallada de la actividad bioldgica
de los derivados estudiados, realizamos un andlisis del ciclo de las
células CCRF-CEM mas sensibles después de 24 h de incubacion con
los nuevos derivados de 7-cloro-(4-tioalquilquinolina) (Tabla 2).

Tabla 2. Citotoxicidad de los compuestos 11c-e en el ciclo celular en linfoblastos CCRF-CEM.

% poblacion de células totales

Conc. Sub-G1 ADNP ARNP
RS . 1 2/Mm 2 . R
8 (um) Apoptosis co/c S G2/ >G2/m M Sintesis Sintesis
11¢ 4,09 3,14 39,78 33,66 23,56 10,82 2,02 26,37 17,46
20,5 10,63 29,48 42,88 27,64 12,99 6,08 2,53 16,67
11d 3,81 3,36 37,93 43,41 18,66 9,71 1,87 2,76 19,4
19,1 7,59 27,73 39,33 32,94 10,56 8,29 24,01 24,95
11e 4,13 5,09 35,7 47,92 16,38 14,2 1,42 39,66 16,23
20,7 5,83 49,76 30,92 19,32 9,11 2,12 15,47 20,85
Control 0 2,89 36,23 44,01 19,77 10,01 1,8 39,62 21,56

2 Mitosis Fosfo-Histona3 (Ser10).

b Sintesis de ADN y ARN en linfoblastos CCRF-CEM (% de células positivas). Se usé analisis de citometria de flujo para cuantificar la distribucion del ciclo celular y el porcentaje de
células apoptoticas. La suma del porcentaje de GO/G1, Sy G2/M es igual al 100%.

Se determind el efecto de los compuestos en la distribucion del
ciclo celular para obtener informacién sobre el mecanismo de su
actividad antiproliferativa. Como puede verse en la Tabla 2, una ex-
posicion de 24 h de células CCRF-CEM a concentraciones supreso-
ras del crecimiento de derivados de 7-cloro-(4-tioalquilquinolina)
(1 x Clyy 5 x Cl, uM) resulto en una acumulacién significativa de
células en fase G2/M que se acompand de un aumento de células
con GO/G1y una disminucién del contenido de S, ADN y ARN. Todos
los compuestos probados exhibieron un aumento dependiente de
la dosis en la poblacién de células mitoticas (pH3Ser10 positivas).
Por ejemplo, en comparacion con el control, el porcentaje de células
en la fase G2/M aument6 mediante el tratamiento con 5 x Cl_, uM
de compuestos durante 24 h (Tabla 2). Los compuestos también
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indujeron distintos valores sub-G1, que representan la poblacion
de células apoptoticas y muertas. Como se muestra en la Tabla 2,
hubo un marcado aumento en el sub-G1 comparado con el valor de
2,89 en las células no tratadas. La 5-bromo-2-desoxiuridina (BrDU)
se incorpora al ADN recién sintetizado y, por lo tanto, el marcado
de pulsos de 5-bromouridina (BrU) se usa cominmente como mar-
cador de proliferacion. La baja incorporacion de BrDU y BrU en el
ADN o el ARN, respectivamente, de las células tratadas con todos
los compuestos a 5 x Cl_ reflejo la inhibicion de la sintesis de ADN y
ARN, lo que indica cambios apoptoticos irreversibles. El porcentaje
de células BrU negativas que incorporan 5-bromouridina es propor-
cional a la actividad transcripcional de las células CCRF-CEM.
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Estos resultados sugirieron que estos compuestos podrian blo-
quear el ciclo celular e inducir la apoptosis y la muerte en las células
CCRF-CEM de forma dependiente de la dosis in vitro.

Conclusiones

En este trabajo describimos un método conveniente para la sinte-
sis de una mezcla de diasteroisomeros derivados de [(7-cloroqui-
nolin-4-il)tio]alquil-1-indanones 11a-e a través de la reaccion de
[(7-cloroquinolin-4-il)tio]alcohol, previa oxidacion con el reactivo
de Dess-Martin para obtener el aldehido respectivo, que fue aco-
plado con las 1-indanonas correspondientes usando LDA. Los com-
puestos fueron evaluados por su potencial acciéon como citotoxicos
con efecto in vitro a concentraciones micromolares contra las célu-
las derivadas del carcinoma de pulmoén y colorrectal. Los compues-
tos, con excepcion de 11b, muestran una buena selectividad sobre
la proliferacion de lineas celulares cancerosas con baja toxicidad
para los fibroblastos MRC o BJ no malignos. Se observé una baja
citotoxicidad frente a lineas celulares de cancer multirresistentes
(CEM-DNR, K562-TAX), lo que sugiere que son sustratos para trans-
portadores farmacolégicos. A concentraciones mas altas (5 x Cl_)
de los compuestos 11c-e, contra la linea celular de cancer CCRF-
CEM, observamos la acumulacién de las células en la fase celular
GO/G1, la inhibicion de la sintesis de ADN y ARN y la induccion de la
apoptosis. EL mecanismo molecular de este ultimo efecto requiere
investigacion adicional.
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Caracteristicas principa-
les del biocarbén deriva-
do de restos de Theobro-
ma cacao L. para su uso en
suelos agricolas

Resumen

La incorporacion de biocarbono para me-
jorar los suelos agricolas esta ganando
popularidad, pero hay poca informacion
sobre las propiedades del biocarbono de-
rivado de los restos de la cosecha de ca-
cao. En la investigacion se determinaron
varias caracteristicas del biocarbono ob-
tenido del proceso de pirdlisis de la cas-
cara de las mazorcas de cacao. Los anali-
sis realizados fueron: porcentajes de fibra
lignocelulésica, analisis proximal, estruc-
tura microscopica y grupos funcionales.
También se realizé con el biocarbon un
ensayo de adsorcion con Cd*?> mediante
un sistema de recirculacion con agua, con
el fin de obtener las isotermas de Lang-
muir y Freundlich (modelos matematicos
de adsorcion de moléculas en superficies
sélidas). Los contenidos fibrosos abar-
caban 56,2% celulosa, 27,07% lignina y
3,15% hemicelulosa. Con 8,15% de hu-
medad y pH 9,86 se obtuvo un promedio
de 35,58% de biocarbén. La forma de los
poros fue irregular, se confirmo la pre-
sencia de los grupos hidroxilo, carboxilo
y carbonato. Los modelos de absorcion
indicaron una capacidad de adsorcion
maxima de 0,280 mL/g en Langmuir y
una intensidad de absorcion de Cd™ de
0,06 en Freundlich. Si bien el biocarbén
demostr6 propiedades adecuadas para
suelos acidos, su capacidad de adsorcion
resultd limitada en las condiciones eva-
luadas.

Palabras clave: biomasa; isoterma de ab-
sorcion; pirdlisis.
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Key features of the bio-
char derived from Theo-
broma cacao L. residues for
use on agricultural soils

Abstract

Using biochar to enhance agricultural
soils is becoming more popular, but not
much is known about the qualities of bio-
char made from cocoa crop leftovers. The
study identified several traits of biochar
created from cocoa pod husks through
the pyrolysis method. The examination
included the following evaluations: le-
vels of lignocellulosic fibre, proximal
analysis, microscopic structure, and func-
tional groups. The Langmuir and Freund-
lich isotherms were evaluated through
an aqueous recirculation Cd?* adsorption
assay. The fibrous contents consisted
of 56.2% cellulose, 27.07% lignin, and
3.15% hemicellulose. At a moisture con-
tent of 8.15% and a pH of 9.86, 35.58%
biochar was produced. The pores were
not uniform in shape and contained hy-
droxyl, carboxyl and carbonate groups as
identified. According to the isotherms,
the Cd** that can be adsorbed is 0.280
mL/g at Langmuir, and the Cd?* adsorp-
tion intensity is 0.06 at Freundlich. Even
though the biochar had desirable proper-
ties for acidic soils, its ability to adsorb
was restricted under the tested condi-
tions.

Keywords: biomass; absorption iso-

therm; pyrolysis.
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Principais caracteristicas
do biochar derivado de
residuos de Theobroma
cacao L. para utilizacdo
em solos agricolas

Resumo

O uso crescente do biocarvdo em solos
agricolas justifica uma investigacdo mais
aprofundada de suas propriedades me-
nos conhecidas. Esta pesquisa concen-
trou-se no biocarvao produzido a partir
de residuos da colheita do cacau e teve
como objetivo identificar seus atributos
por meio da pirdlise da casca da vagem
do cacau. As analises realizadas incluiram
fibra lignocelulésica, analise proximal,
estrutura microscopica e grupos funcio-
nais. As isotermas de Langmuir e Freund-
lich foram avaliadas por meio de um en-
saio de adsor¢do de Cd** em recirculagdo
aquosa. O contetdo fibroso consistia em
56,2% de celulose, 27,07% de lignina e
3,15% de hemicelulose. Com um teor
de umidade de 8,15% e um pH de 9,86,
foram produzidos 35,58% de biochar. A
estrutura porosa era irregular, indicando
a presenca de grupos hidroxila, carboxi-
la e carbonato. As isotermas mostraram
que o modelo de Langmuir tem uma ca-
pacidade maxima de adsorcdo (qmax)
de 0,280 mL/g e uma intensidade de ad-
sor¢ao de Freundlich de 0,06 para Cd*.
Embora o biochar tenha demonstrado
propriedades adequadas para uso agrico-
la, sua capacidade de adsor¢ao foi limita-
da nas condicdes avaliadas.

Palavras-chave: biomassa; isotérmica de
absorcao; pirolise.
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Introduccién

Ecuador es el primer productor de cacao (Theobroma cacao: Malva-
cea) del tipo fino y de aroma del mundo [1]. Pero la constante explo-
tacion de los suelos por esta actividad agricola ocasiona una degra-
dacion en sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas, que afecta
el rendimiento de los cultivares de cacao [2]. No obstante, los agri-
cultores también enfrentan otros desafios con respecto a la gestion
de los restos de cacao [3]-[6], por la generacion de una cantidad
considerable de biomasa residual que se obtiene principalmente de
la cosecha [7]; por ejemplo, por cada tonelada de cacao en grano
se generan diez toneladas de biomasa residual [4]. Esta biomasa es
dejada por los agricultores en el suelo, lo cual conlleva un aumento
de las plagas que afectan a todas las plantas [8]. Ademas, el cacao
toma el cadmio del suelo en forma de Cd** y lo acumula en sus teji-
dos, especialmente en las mazorcas [9]. A largo plazo, esta acumu-
lacion de biomasa residual en los suelos puede aumentar los niveles
de Cd en la planta, de forma que se produciria una recirculacion del
Cd?, proceso perjudicial para la comercializacion del cacao [10].

La composicion de la biomasa residual proviene en gran parte de las
cascaras de las mazorcas y el mucilago [11], [12]. La cascara repre-
senta entre el 30 y el 67% del peso total de la mazorca de cacao y
contiene altos niveles de elementos como Ca, P, Ky Mg [12], [13].
También la mazorca de cacao tiene altos niveles de celulosa y he-
micelulosa que son fibras compuestas de glucosa y de lignina que
se conforma de polisacaridos. EL conocimiento de la composicion
y las propiedades de estos materiales residuales es un paso logico
para explorar su posible revalorizacion, para su uso en enmiendas
agricolas al suelo [7].

Una alternativa para gestionar la biomasa residual, y reintroducirla
al suelo como enmienda, es la conversiéon térmica de esta bioma-
sa en biocarbén, también conocido como carbdn vegetal o carbon
pirogénico [14]-[16]. El método de conversion mas conocido es la
pirolisis lenta que se basa en la combustion parcial de la biomasa
mediante velocidades de calentamiento uniformes y lentas (~10-
15 °C/min), a temperaturas comprendidas entre 400 y 650 °C en
ausencia de oxigeno [16]-[19].

Varios estudios han demostrado que el biocarbén vegetal obtenido
por pirdlisis lenta mejora el intercambio cationico suelo-planta al
aumentar la capacidad de retencion y liberacion de nutrientes [16],
[17]. Su porosidad y su carga negativa atraen cationes esenciales
como calcio, potasio y magnesio, lo que mejora su disponibilidad
para las plantas y reduce la lixiviacion [20], [21]. El valor extre-
madamente alcalino del biocarbén (pH: 8,8 a 10,5), en mezcla con
abonos organicos y carbonato de calcio, incrementa el pH en suelos
acidos [22]; ademas, por su estructura porosa facilita la retencion
hidrica [18], [21], [23]. También puede actuar como una reserva de
carbono a largo plazo en el suelo [24]. Otro beneficio del biocarbén
es el incremento de la actividad microbiana en el suelo al propor-
cionar un sustrato poroso y rico en carbono que actia como habitat
ideal para microorganismos beneficiosos [22], [25].

Por otra parte, se ha probado su capacidad de adsorcién de metales
pesados como Pb, Ary Cd [15], [20]. La adsorcion es la eliminacion
de iones o sustancias de soluciones liquidas o en suspension en la
superficie de un material sélido, en la que estos iones se adhieren a
la superficie del material sélido a través de interacciones quimicas o
fisicas [15], [18], [21]. El biocarbén es eficaz en adsorcién debido a
su alta relacion superficie/volumen.

Sin embargo, la calidad y la efectividad del biocarbon dependen en
gran medida de como se lleve a cabo el proceso de pirélisis [18]. Un
biocarbén obtenido a 550 °C podria contener compuestos toxicos,
como los hidrocarburos alifaticos (alcanos y alquenos), que afecten
el desarrollo de las plantas [18], [26]. Asi también, es importante
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conocer las propiedades intrinsecas de la biomasa residual utiliza-
da; una biomasa con alto contenido de ligninas es ideal para obte-
ner una estructura porosa con alta superficie especifica y de esta
forma lograr una adecuada adsorcidén de metales pesados [27].

La generacion constante de biomasa residual en la cosecha del ca-
cao abre la puerta a la posibilidad de reutilizarla de manera efectiva
en la enmienda de suelos agricolas, en especial de tendencia acida
y con altos niveles de metales pesados, particularmente mediante
la produccion de biocarbon [5], [16]. Aunque hay escasa informa-
cion disponible sobre las caracteristicas del biocarbdn a partir de
la cascara, su potencial como enmienda para suelos agricolas es
una perspectiva logica para abordar. En este contexto, el objetivo
de este trabajo es determinar las caracteristicas de un biocarbén
conseguido a partir de la cascara de la mazorca del cacao, obtenido
por pirdlisis lenta para su uso en suelos agricolas. Esto se hace con
la finalidad de evaluar el potencial de la cascara de cacao como en-
mienda para suelos agricolas.

Materiales y métodos

Preparacion del biocarbon

La ubicacion de la plantacion se encuentra entre las coordenadas
geograficas 79°64’ W de longitud, 03°16’ S de latitud y a una altitud
de cinco metros sobre el nivel del mar. Se recolectaron 20 kg de cas-
caras de mazorcas de cacao (CPH-cocoa pod husk;biomasa residual
1) cosechadas de la plantacion de cacao en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala (Ecuador). Esta
biomasa fue cortada en trozos de 5 cm para lograr un secado ho-
mogéneo al aire durante el dia por un tiempo de 20 dias. Una vez
seca la muestra, se determinaron los porcentajes de hemicelulosas,
celulosa y lignina segtlin la Technical Association of the Pulp and
Paper Industry (TAPPI). Para la celulosa se utiliz6 el método TAPPI T
212 m12, para la lignina el método TAPPI T222 0s74 [28]. Con el fin
de disolver las sustancias solubles, el solvente utilizado fue dioxano
(C,H,0,). La hemicelulosa total se estima por la diferencia entre el
100%y la suma del porcentaje de celulosay el porcentaje de lignina.
El procedimiento se repitio por triplicado.

La pirdlisis se efectud en un reactor térmico de doble cilindro para
la conversion térmica de la biomasa residual I. Las condiciones de
calentamiento fueron de 10 °C/min hasta 350 °C: se colocd la bio-
masa residual previamente pesada en la camara térmica del reactor
durante 2 h [29]. Después se retir6 del fuero y se dejo enfriar por
5 h; a continuacion, se saco la biomasa convertida en biocarbon y
se pesé para determinar el rendimiento (%) mediante la Ec. 1 [19].
Todas las muestras de biocarbon obtenidas fueron trituradas y ta-
mizadas en un tamiz de 2 mm a fin de homogeneizar y almacenar en
fundas plasticas para su analisis [30].

Rendimiento (%)z( : Biocarbé_” de CPH(kg) )x100 @)
Biomasa residual de CPH (kg)

Andlisis proximal

El contenido de humedad y cenizas del biocarbén se determiné por
diferencia de peso [19]. Para obtener la humedad, se dividi6 la masa
del biocarbén después de 24 h en la muflaa 105 °C para la masa del
biocarb6n almacenado (Ec. 2) [30]. Para obtener la ceniza se dividié
el valor de la masa del biocarbon a 750 °C por 30 min en una mufla,
para la masa obtenida a 105 °C/24 h (Ec. 3).

Humedad (%):(Masa final del biocarbén (g) 105°C/24h ) %100 (2)

Masa inicial del biocarbén (g)

CeniZa:(Masa de biocarbén (g) a 750°C/30min) x100 (3)
Masa de biocarbén (g) a 105°C/24h

EL pH y la conductividad eléctrica (CE) del biocarbon se midieron
con potenciometro para pH (Hanna, modelo 1H9829, Rumania) y
un medidor de conductividad (Hanna, modelo 1H9829, Rumania),
respectivamente. La proporcion de biocarbén y agua bidestilada fue
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1:20 (w:v). EL procedimiento se repitid por triplicado.

Andlisis estructural por microscopia electrénica de ba-
rrido (SEM)

Para analizar la estructura microscépica de las muestras de biocar-
bon se tomaron imagenes de microscopia electronica de barrido
(SEM- scanning electron microscope) (TESCAN MIRA, Alemania) de
una fraccion de biocarbén a 10y 80 um. El proceso comienza con la
preparacion de una seccion delgada del biocarbdn que se adhiere a
un portaobjetos. El portaobjetos se coloca en un escaner de barrido,
que se mueve sobre la superficie del biocarbén y registra informa-
cion sobre su estructura. La informacion recogida se convierte en
una imagen que muestra la estructura tridimensional de la muestra,
lo que permite a los investigadores ver detalles finos como poro,
tamaiio de particula, y forma.

Andlisis infrarrojo por transformacién de Fourier
(FTIR)

Con el proposito de determinar los grupos funcionales de las mues-
tras de biocarbén se utilizé un instrumento ATR de punta de dia-
mante para obtener espectros infrarrojos (IR) cercano por trans-
formada de Fourier (FTIR) en un equipo Cary 630 FTIR (Agilent
Technologies). Las muestras se analizaron directamente entre las
bandas 4500 cm™ a 450 cm™’, con 12 barridos por espectro y una
resolucion de 4 cm™. Los datos de los espectros IR se exportaron en
formato de textoy se analizaron con el software Origin Pro-version 6.

Ensayo de adsorcion

Las isotermas de adsorcion de cadmio se adquirieron mediante ex-
perimentos por lotes. Se colocaron muestras de biocarbon de 20 g
de peso en una columna de plastico de 150 mL con una solucion de
iones de cadmio de 20 ppm. El pH inicial de la solucién (100 mL) se
ajustod a 5,0 + 0,1 con HCL. Se utiliz6 una bomba peristaltica (BOI-
BASEC; Alemania) (Figura 1), que se conecto a la columna de plas-
tico, para crear el sistema de recirculacion. La bomba funcionaba a
10 rpm a 25 °C. Se tomaron alicuotas de 5 mL de muestra cada 30
min durante un periodo de 150 min. Las muestras recogidas se ana-
lizaron con un espectrémetro de absorcidon atémica Perkin (modelo
Elmer 300d, EE. UU.) para determinar la concentracion del metal
Cd* en equilibrio.

Al
» Bomba

~ peristéltica

Columna de

aguay
biocarbon

Figura 1. Experimento de adsorcion en un sistema de circulacion.
Con los valores de concentracion de cadmio y el tiempo se calcu-
laron los modelos Freundlich y Langmuir. EL modelo de Freundlich
es ampliamente utilizado para describir la capacidad de adsorcion
de diferentes materiales y entender como los solutos se adhieren
a las superficies solidas en diferentes condiciones. Mientras que el
modelo de Langmuir es (til para comprender cémo la adsorcion se
satura a medida que los sitios activos en la superficie se llenan y
cémo la concentracion en la solucion afecta la cantidad de sustancia
adsorbida. Para obtener la representacion grafica de ambos mode-
los se utiliz6é la Ec. (4) tomada de Romero-Bonilla et al. (2022), a
fin de calcular la concentracion de equilibrio (Ce), la concentracion
inicial (Ci) y la concentracion final (Cf) [31].
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Ce=Ci-Cf 4

Posteriormente, se calculd la capacidad de adsorcion mediante el
modelo de Freundlich obtenido con la Ec. (5) tomada de Romero
Bonilla et al. (2022):

logq = 7_11 Xlog ce + log k (5)

Donde g es la cantidad de soluto que es sorbido por el biocarbén en
un tiempo determinado (mg de metal/g de biocarbén), k correspon-
de a la capacidad de sorcion en la fase de solucion, n es el parametro
asociado a la absorcion.

La capacidad de absorcion del modelo de Langmuir se calculé con la
Ec. (6) tomada de Romero-Bonilla et al. (2022).

- . +( : ><Ce) (6)

q bxgmax gmax

Donde q es la cantidad de soluto que es adsorbida por el biocar-
bon en un tiempo dado (mg/g), gmax es la capacidad maxima de
adsorcion (mg/g), b es el parametro de la Ec. (6) relacionado con la
afinidad del absorbente del Cd*".

Andlisis estadistico

Los valores obtenidos para la fibra lignoceluldsica (celulosa, hemi-
celulosay lignina del CPH), el rendimiento del biocarbdn, el porcen-
taje de humedad del biocarbon, los porcentajes de cenizas (CPH y
biocarbon), el pHy la CE se tabularon en el software estadistico SPSS
version 22 para su analisis estadistico descriptivo (media, valores
minimo y maximo). Se utilizaron los valores medios de tres réplicas
para dibujar las isotermas de adsorcion y calcular las constantes de
isoterma de adsorcion. Las curvas de regresion de las isotermas se
trazaron mediante regresion lineal en una hoja de calculo (Excel).

Resultados y discusién

Caracteristicas de la biomasa y del biocarbon

Los resultados estadisticos descriptivos de celulosa, lignina, he-
micelulosa y ceniza de CPH y el analisis proximal del biocarboén se
muestran en la Tabla 1.

Los porcentajes de fibras obtenidos de CPH fueron: celulosa
(56,12%), ligninas (27,07%), hemicelulosa (3,15%). El porcentaje
de celulosa se encuentra en los rangos obtenidos en otros trabajos
que reportan valores entre 35y 65% [17], [20], [25], [26]. Pero los
valores de lignina de CPH tienden a variar entre 0,9 y 45%; esto se
debe a factores como la variedad, época de recoleccion, grado de
descomposicion y tamafio del fragmento utilizado para el analisis
[20], [32], [33]. En la investigacion se utilizaron CPH provenientes
de cacao Forastero que muestran valores de ligninas >29% [33],
[34]. El porcentaje significativo de lignina en la CPH contribuye no-
tablemente a las propiedades fisicas del biocarbén para su uso en
los suelos agricolas.

Después del proceso de pirolisis, la CPH se convirtié en biocar-
bon con un rendimiento de 35,58% y un contenido de humedad de
8,15%. En la investigacion el porcentaje de rendimiento obtenido
esta en un rango adecuado (25-35%) para la temperatura en que se
obtuvo (350 °C); varios investigadores indican que el rendimiento
de un biocarbon esta en relacion con su porcentaje de ligninas [19].
A mayor temperatura y tiempo de residencia de la biomasa residual
en el reactor térmico, mayor sera la estabilidad del biocarbon [35],
pero también el rendimiento disminuye [20].

Se registré un incremento de la ceniza obtenida de la CPH de 13,66%
a 25,03%. La lignina es el principal precursor en la formacion del
biocarbon; esto se debe a que la celulosa y la hemicelulosa se inci-
neran a 200-300 °Cy la lignina sobre los 300 °C [36]. De esta forma,
la cantidad de ceniza obtenida en el proceso esta en relacion con los
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porcentajes de celulosa y hemicelulosa [3], [37], y no con la lignina.

El rango de pH en la investigacion fue de 9,10-10,83, que se cate-
goriza como extremadamente alcalino, similar a los obtenidos por
otros investigadores [18], [20], [29]. Aunque la extrema alcalinidad
afectaria al suelo si se aplica de manera directa, las investigaciones
previas recomiendan la mezcla con humus y calcio para mejorar el
efecto regulador del pH, pero solo en suelos acidos [18], [29]. El
valor promedio de CE fue de 2,77 dS/m otras investigaciones mues-
tran valores de CE que alcanzan los 40,00 dS/m.

La extrema alcalinidad y la baja CE determinadas en el biocarbén de
la cascara del cacao tienen relacion directa con el aumento del por-
centaje de cationes alcalinos como Ca**, Mg** y K* [38]. Estos catio-
nes se incrementan por accion de la temperatura en que se obtuvo
el biocarbon. A temperaturas altas, mayor alcalinidad del biocarbén
(pH >9,5), en especial en biomasa con mayor cantidad de ligninas,
como los troncos de los arboles, el raquis del banano, la cascara del
grano de café, etc. [4].

Tabla 1. Descripcion de fibras lignocelulosa CPH y proximal del biocarbén de cacao.

Biomasa Media () Minimo Méaximo
Celulosa (%) 56,12 + 1,29 54,83 57,41
Lignina (%) 27,07 +0,28 26,79 27,35
Hemicelulosa (%) 3,15 +0,34 2,81 3,49
Ceniza (%) 13,66 £ 0,89 12,77 14,42

Biocarbén Media (£) Minimo Maximo
Rendimiento (%) 35,58 + 3,34 33,33 36,67
Humedad (%) 8,15 £ 3,00 5,15 11,15
Ceniza (%) 25,03 +£1,80 23,37 26,86
pH 9,86 + 0,96 9,10 10,83
EC* (dS/m) 2,77 £ 0,58 2,29 2,87

*EC: conductividad eléctrica.
Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La imagen capturada con microscopia electronica de barrido a una
escala de 80 um muestra que el biocarbono obtenido a partir de
CPH a una temperatura de 350 °C no tiene una forma uniforme, la
superficie es porosa, pero el tamafio y forma de los poros es irregu-
lar (Figura 2A-B). Las imagenes no muestran una estructura de tipo
panal y tampoco laminas de bordes claramente definidos, lo cual es
una caracteristica distintiva de otros biocarbones obtenidos a tem-
peratura mayor de 500 °C. Esta heterogeneidad en las texturas es
una caracteristica observada en otras muestras de biocarbon que
proviene de biomasa con altos porcentaje de celulosa obtenidos
entre 250 y 400 °C [9], [17]. Las biomasas con alto contenido de
celulosa forman microporos, pero estos desaparecen al incinerase y
surgen macroporos de forma no definida a causa de la lignina [33].
Esta estructura puede que no sea efectiva para adsorcién de meta-
les pesados.

La Figura 2C, que fue tomada a una escala de 10 um revela que los
poros presentes en el centro de la imagen son de tamaiios variados
y sus bordes no tienen una forma circular. Esto se atribuye a una
carbonizacion insuficiente. Otros estudios a temperaturas superio-
res a 600 °C muestran imagenes con estructura de panal claramente
definida [20], [21]. El rango de temperatura es un limitante de la
adsorcion de metales pesados con relacion a los biocarbones obte-
nidos a temperaturas mayores de 500 °C [17].
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Figura 2. Imagenes obtenidas por microscopia de barrido. A: imagen tomada a 80
um, B: imagen tomada a 80 pum, C: imagen tomada a 10 pm.

Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (FTIR) es una de las técnicas mas (tiles
para caracterizar los grupos funcionales de la superficie del biocar-
boén. La Figura 3 muestra los espectros FTIR para CPH, biocarbén y
biocarbon + Cd?** después del ensayo de adsorcion. En las tres mues-
tras en las bandas entre 3400 y 3350 cm™ se formd un pico que
se atribuye al grupo hidroxilo (-OH). En las bandas entre 2300 y
1900 cm' se produjeron varios picos en las muestras de biocarbon
y biocarboén + Ca*?, espectros caracteristicos de los compuestos aro-
maticos hidroxilo, carboxilato y fenélico. El pico en las bandas entre
1600y 1400 cm™ en las muestras de biocarbdn y biocarbéon + Cd*
son anillo aromatico C=0 y C=C. El estrechamiento de los espec-
tros en la banda de 970 cm™ indica la presencia de carbonatos. Los
espectros obtenidos en las bandas de 3500 a 3200 cm™ se forman
debido al contenido de humedad en las muestras [20], [26], [39].

Los espectros de los grupos carboxilicos en las bandas entre 2300
y 1900 cm™' favorecen la absorcion de Cd*, también los carbonatos
encontrados en las bandas de 900 a 850 cm™, picos que se forman
en las muestras de biocarbon y biocarbon +Cd?*. Esto se explica
porque el biocarbon tiene sitios activos de adsorcion en los grupos
C-C, OH-, CHO-, -COOH y otros grupos funcionales que contienen
oxigeno [21], [34]. Aunque los grupos carboxilos y carbonatos indi-
can la capacidad de interactuar con Cd%, la eficiencia de adsorcion
depende de varios factores, como la densidad y accesibilidad de es-
tos grupos en la superficie del adsorbente, la competencia con otra
solucion y las condiciones del medio [15], [20], [27]. Sin embargo,
los grupos alifaticos encontrados en los biocarbones pueden actuar
como sitios de unién para la adsorcion de metales formando com-
plejos estables. Esto podria mejorar su rendimiento como enmien-
da en suelos contaminados con metales [40].
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Figura 3. Espectros FTIR de las muestras de biomasa, biocarbén y biocarbon +Cd*?,
A: bandas de 4500-500 cm™, B: bandas de 2100-600 cm™.

Resultado de los ensayos de adsorcion

El modelo de Freundlich para la concentracion de 20 ppm de Cd** se
presenta en la Figura 4A. EL R2 obtenido fue de 0,7665, el valor de
k de 0,050 mg/g y la intensidad de adsorcion (n) de 1,401. La Figu-
ra 4B corresponde al modelo de Langmuir para 20 ppm de Cd*, el
correspondiente R2 fue de 0,763, el valor carga de gmax de 0,0556
mg/g y b (afinidad del biosorbente por los iones de Cd**) de 0,2100.
Estos valores indican una baja afinidad del absorbente por el Cd*,
respecto a otros trabajos [9], [31]. Esto se puede relacionar con una
estructura mas porosa del biocarbdn que se obtiene a temperaturas
mayores de 500 °C, lo cual proporciona mas accesibilidad de los
sitios de adsorcion y en la capacidad de retencion del cadmio.

El modelo de Freundlich muestra un exponente n mayor a uno lo
que indica que la adsorcion es favorable. Sin embargo, el valor de k,
que representa la cantidad de metal absorbido, es menor en com-
paracion con otros estudios que obtuvieron 2,00 mg/g [12]. Estos
investigadores trabajaron con biocarbon obtenido a partir de la cas-
cara de cacao y alcanzaron valores de gmax que oscilan entre 0,22
y 0,61 mg/g. Los R? obtenidos de las ecuaciones lineales difieren de
otros trabajos que alcanzaron un ajuste > 0,90; una causa para ob-
tener coeficiente de regresion esta asociada a que las muestras uti-
lizadas de biocarbon fueron obtenidas a 600 °C [9]. Por otra parte,
la interaccion de los 4cidos carboxilicos con la superficie del biocar-
bon puede estar relacionada con la disposicion de elementos como
el fosforo en el adsorbente (biocarbon); este es un factor que pudo
afectar el ajuste de los modelos de Langmuir y de Freundlich [40].
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Figura 4. Isotermas de absorcion de Cd*? en sistema de recirculacion en agua. A: mo-
delo de Freundlich, B: modelo de Langmuir.
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Conclusiones

La elevada concentracion de celulosa y lignina en la cascara de la
mazorca de cacao la convierte en un prometedor precursor para
biocarbono. Los analisis proximales coincidieron con las expectati-
vas, con rendimientos >30% y pH alcalino, idoneos para enmiendas
en suelos acidos. Sin embargo, la heterogeneidad microscopica del
biocarbono podria afectar la absorcion de metales pesados, como
reflejan las isotermas de Freundlich y Langmuir, cuyos resultados
difirieron de lo anticipado. En comparacion con trabajos anteriores,
la temperatura emergié como un factor critico para formar macro-
poros bien definidos. A 350 °C, se confirmo la presencia de grupos
hidroxilos y carboxilos en las muestras, lo que facilita la adsorcion
superficial de metales. Lo anterior demostr6 que el biocarbono ge-
nerado muestra propiedades lignocelulésicas y pH aptos para su
uso en agricultura con fines de enmiendas para la mejora de sus
propiedades fisicas y quimicas. No obstante, si se busca adsorber
cadmio, la incineracion debe superar los 350 °C.
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Drogas emergentes: Emerging drugs: detec- Drogas emergentes:
deteccién mediante sen- | tion by electrochemical deteccdo usando senso-
sores electroquimicos sensors res eletroquimicos
Resumen Abstract Resumo

La cantidad de nuevas sustancias psicoactivas
(NSP) aumenta en el mercado global cada afio.
El uso de tecnologias para la produccion y la
comercializacion de las sustancias sintéticas y
una demanda exigente de efectos psicotropi-
cos mas potentes son algunos de los factores
que contribuyen al incremento de una oferta
mas variada, asi como a la cantidad de consu-
midores de algun tipo de droga.

El desarrollo de herramientas analiticas fiables
con capacidad de respuesta in situ para una
evaluacion preliminar contribuye, significa-
tivamente, con la generacién de informacion
para atender casos de intoxicaciones, aplicar
correctamente la legislacion de los paises e,
inclusive, aportar datos reales para una recla-
sificacion mas objetiva de las drogas basada en
criterios cientificos.

Los sensores electroquimicos han ganado te-
rreno en areas de las ciencias forenses como
la toxicologia. El uso de tecnologias especia-
lizadas para crear electrodos miniaturizados
con modificaciones, principalmente con mate-
riales nanoestructurados, guia el desarrollo de
dispositivos portatiles de facil manipulacion,
altamente versatiles y que requieren micro-
cantidades de la muestra. Asimismo, algunos
sensores electroquimicos presentan parame-
tros de desempefio -como limites de detec-
cion (LOD) de hasta 0,608 pg/mL, sensibilidad
y precision- que son analiticamente compara-
bles, bajo ciertas condiciones, con las metodo-
logias convencionales acopladas con la espec-
trometria de masas, las cuales muestran LOD
del orden de magnitud entre 10° g/mLy 10
g/mL para la determinacion de algunas drogas.

Esta revision se enfoca en la aplicacion y
comparacion analitica de los sensores elec-
troquimicos voltamperométricos para la
determinacion de bencilpiperazina (BZP),
meta-clorofenilpiperazina (mCPP), 25B-NBO-
Me, dimetiltriptamina (DMT), mefedrona (4-
MMOC), 4-metiletcatinona (4-MEC) y fentanilo
(FYL) en representacion de las drogas emer-
gentes que se pueden conseguir actualmente
en el mercado de las sustancias psicoactivas.

The number of new psychoactive substances
(NPS) is increasing on the drug global market
every year. New technologies for the produc-
tion and marketing of synthetic substances,
along with a rigorous demand for more power-
ful psychotropic effects, are some of the fac-
tors that contribute to the increase in a more
varied supply, as well as the number of drug
users.

The development of reliable analytical tools
with an on-site response capacity for a preli-
minary determination contributes significantly
to the generation of data for the proper care
of situations such as poisoning, the correct
application of the country’s legislation, and
even the provision of objective criteria for the
reclassification of the substances.

Electrochemical sensors have gained ground
in areas of forensic science. The use of spe-
cialized technologies to manufacture minia-
turized electrodes based on modifications,
mainly with nanostructured materials, guides
the development of versatile easy-to-handle
portable devices that require microquantities
of the sample. Likewise, some electrochemical
sensors have performance parameters such
as detection limits (LOD) up to 0.608 pg/mL,
sensitivity and precision that are analytically
comparable, under certain conditions, with
conventional methodologies coupled with
mass detection, which show LOD of the or-
der of magnitude between 10° g/mL and
10"?g/mL for drug determination. This review
focuses on the application and comparison of
voltammetric electrochemical sensors for the
determination of benzylpiperazine (BZP), me-
ta-chlorophenylpiperazine (mCPP), 25B-NBO-
Me, dimethyltryptamine (DMT), mephedrone
(4-MMC), 4-methylethcathinone (4-MEC)
and fentanyl (FYL) representing the emerging
drugs available to date on the psychoactive
substances market.

A quantidade de novas substancias psicoativas
(NSP) sintéticas aumenta a cada ano no mer-
cado global. A utilizacdo de novas tecnologias
de produgdo e comercializagdo de substan-
cias, combinado com uma demanda exigente
de efeitos psicotropicos mais potentes, sao
alguns dos fatores que contribuem para o au-
mento de uma oferta mais ampla, assim como
a quantidade dos niimeros de consumidores
de algum tipo de droga.

O desenvolvimento de ferramentas analiticas
confiaveis e com uma capacidade de resposta
in situ para uma avaliagdo preliminar, contri-
buem significativamente para a geracao de in-
formagdes cientificas para cuidar casos de en-
venenamento, aplicar corretamente a lei, e até
fornecer dados reais para uma reclassificacao
mais objetiva de drogas com base em critérios
cientificos.

Sensores eletroquimicos ganharam espago em
areas da ciéncia forense. A utilizagdo de tec-
nologias especializadas para criagdo de eletro-
dos miniaturizados com modificagbes, prin-
cipalmente com materiais nanoestruturados,
norteiam o desenvolvimento de dispositivos
portateis altamente versateis, de facil ma-
nuseio e que necessitam de microquantidades
da amostra. Da mesma forma, alguns sensores
eletroquimicos apresentam parametros de
desempenho -como limites de detecgdo (LOD)
até 0.608 pg/mL, sensibilidade e precisao- que
sao analiticamente comparaveis, sob certas
condigdes, com metodologias convencionais
com detec¢do de massa -mostram LOD de a
ordem de grandeza entre 10°g/mLe 10"%g/mL para
a determinacdo de determinados medicamen-
tos-. Esta revisdao tem como foco a aplicagdo
e comparagdo analitica de sensores eletro-
quimicos voltamétricos para determinagdo de
benzilpiperazina (BZP), meta-clorofenilpipera-
zina (mCPP), 25B-NBOMe, dimetiltriptamina
(DMT), mefedrona (4-MMC), 4-metilethcati-
nona (4-MEC) e fentanilo (FYL), que represen-
tam os drogas emergentes disponiveis até o
momento no mercado de substancias psicoa-
tivas.
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J. Gonzélez-Herndndez

Introduccién

La definicion de drogas emergentes hace referencia a un grupo muy
diverso de sustancias psicoactivas de cualquier origen que emergen
en determinados momentos en las sociedades de consumo e im-
plican enormes retos para las autoridades y para los sistemas de
salud publica [1]. Muchas de estas drogas se clasifican como nuevas
sustancias psicoactivas (NSP) porque son sustancias no fiscalizadas
internacionalmente, las cuales se caracterizan por ser mayoritaria-
mente sintéticas, lo que ha ocasionado que se conozcan también
con el nombre de drogas de disefio.

Segun datos de entidades como la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) y el Observatorio Europeo de las Drogas y la Toxico-
mania (OEDT), la cantidad de NSP disponibles en el mercado global
de drogas aumenta con cada afio. Es comUn para los distintos pai-
ses detectar nuevas sustancias mucho mas potentes que las drogas
convencionales, entre ellas los opioides, los cannabinoides y las ca-
tinonas sintéticas; situacion que plantea grandes retos para la ges-
tion de la salud publica y para la sociedad [2], [3].

Este incremento dinamico de NSP es favorecido, principalmente,
por factores como: las nuevas tecnologias, el traslape entre mer-
cados legales e ilegales y componentes socioeconémicos que per-
mean las distintas formas de vida humana [4], [5]. El estudio de
la oferta y la demanda de psicotrépicos en un mercado complejo
y cambiante deja entrever una predisposicion de consumo por las
sustancias no controladas, cuyo estatus de no legalidad es ambiguo
en muchos paises. Estas drogas emergentes se comercializan como
una alternativa para las drogas ilegales y se distribuyen a través de
nuevos mecanismos que involucran, usualmente, plataformas digi-
tales como las redes sociales [6], [7].

Seglin los dltimos informes anuales de la Oficina de las Naciones
Unidas contra la Droga y el Delito (ONUDD), algunos de los pai-
ses mas ricos del mundo -mayor producto interno bruto (PIB)- han
logrado contener la rapida propagacion de las NSP por medio de
diferentes acciones que involucran una severa legislacion antidro-
gas. Empero, varias entidades y organizaciones no gubernamentales
sefalan en la aplicacion de estas leyes constantes violaciones a los
derechos humanos por parte de las autoridades gubernamentales,
una consecuencia lamentable de la actual clasificacion de las drogas
hecha sin basarse en criterios cientificos [8]. Desde otra perspectiva,
se observa que los paises mas pobres con sistemas de control laxos
presentan un crecimiento importante en el mercado de las NSP. La
falta de recursos financieros, la capacidad limitada de los expertos
en salud y una deficiente aplicacion de la ley para identificar las NSP
con el fin de prevenir un uso inadecuado, aunado a los problemas
socioecondémicos que enfrentan estas regiones del planeta, dificul-
tan un abordaje integral y sistematizado de la situacion y de la ame-
naza que esto representa para la vida, la salud y la seguridad [2], [9].

Las medidas sanitarias y las restricciones generales relacionadas
con la aparicion de la enfermedad del coronavirus (Covid-19) han
tenido un impacto negativo en la economia global y en la vida so-
cial. Estos factores se relacionan con el aumento del consumo de
sustancias psicoactivas y, consecuentemente, con el incremento
de casos de sobredosis por el uso inadecuado de estupefacientes
y psicotrépicos, hechos que han sido muy notorios en los paises
europeos y de América del Norte [2], [9]-[12]. Los Centros para
el Control y la Prevenciéon de Enfermedades de los Estados Unidos
(CDC por sus siglas en inglés de Centers for Disease Control and
Prevention) estiman que, en el periodo de 12 meses que finalizd
en septiembre del 2022, mas de 100.000 personas murieron por
sobredosis de drogas, entre las que resaltan los opioides sintéticos
como el fentanilo y sus analogos [13].

A pesar del escaso conocimiento sobre la farmacologia y la toxi-
cologia de algunas NSP que se consumen, ya sea de forma directa
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o mediante otros productos de venta -hierbas para aromatizar o
sustancias comestibles-, se han identificado unas NSP que generan
una mayor adiccion que las drogas ya conocidas de uso recreativo
como el cannabis. Estos resultados se deben a la rapidez con la que
se genera tolerancia a sus efectos en el cuerpo humano, por lo que
podria ocasionar una elevada toxicidad inmediata o crénica [14].

En respuesta a los nuevos desafios que plantea el mercado de NSP,
es fundamental desarrollar nuevas herramientas tecnoldgicas para
laidentificacion y la cuantificacion de drogas emergentes de manera
expedita sin reducir la calidad analitica. Con el fin de agilizar la entre-
ga de resultados se ha propuesto la implementacion de varias técni-
cas alternativas para el analisis quimico de drogas; e. 8., los métodos
electroquimicos como la potenciometria, la voltamperometria y la
amperometria [15], [16]. Estas técnicas electroquimicas se adaptan
bien a las condiciones del laboratorio y a las condiciones de campo,
en cuyo caso los resultados in situ son indispensables para la toma
de decisiones por parte de las autoridades correspondientes [17].

Los sensores electroquimicos estan disefiados a partir de electrodos
de trabajo que pueden modificarse con una amplia variedad de ma-
teriales para mejorar la sensibilidad y, en algunos casos, la selecti-
vidad [18]. El uso de electrodos desechables en la configuracion de
los sensores permite superar algunas limitaciones que surgen en los
experimentos electroquimicos, tales como la pasivacion del electro-
do o la deposicion de contaminantes insolubles en la superficie acti-
va del electrodo cuando ocurren las reacciones quimicas redox [19].

Algunas de las ventajas de los nuevos dispositivos de deteccién son
el tamafio miniaturizado, el bajo costo de produccion, asi como la
capacidad de monitorear en tiempo real. Estas propiedades han
promovido aplicaciones potenciales para la comunidad cientifica en
distintas areas, como las ciencias forenses, donde el analisis preli-
minar de drogas de manera confiable y veraz es fundamental para la
atencion pertinente y la resolucion de casos en general.

En este articulo de revision se describen la problematica general
con el uso de las drogas, los sensores quimicos y los parametros
analiticos y disefios de los sensores electroquimicos utilizados en
la determinacion de psicotropicos, especificamente las piperazinas
BZP y mCPP, la fenetilamina sustituida 25B-NBOMe, la triptamina
DMT, las catinonas 4-MMC y su derivado 4-MEC, asi como el opioi-
de sintético fentanilo (FYL).

La seleccion de estas drogas emergentes se fundamenta en la per-
sistencia que han tenido en el mercado por varios afos. A pesar de
que la mayoria de estas sustancias han pasado a formar parte de las
listas de fiscalizacion internacional de psicotrépicos [20], los ulti-
mos informes de la ONUDD y de la OEDT [21]-[23] sefalan una
demanda constante de estas sustancias en algunas regiones del pla-
neta; situacion que ha motivado el desarrollo de sensores electro-
quimicos con aplicaciones en el corto y en el mediano plazo.

Sustancias psicoactivas

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) define las sustan-
cias psicoactivas como diversos compuestos naturales o sintéticos
que acttan sobre el sistema nervioso central y que generan alte-
raciones en las funciones que regulan los pensamientos, las emo-
ciones y el comportamiento [24]. Una serie de caracteristicas de
estas sustancias, tanto intrinsecas como extrinsecas, les endosan
una considerable atencion en el marco sociocultural. Los usos de
estos compuestos quimicos pueden ser de caracter farmacolégico,
recreativo o general como sustancias con valor para la industria.

La OPS, ademas, advierte sobre el riesgo latente del uso de sustan-
cias psicoactivas independientemente de la motivacion o de la ne-
cesidad por la que se utilizan estos productos. Las consecuencias
adversas podrian presentarse en el corto plazo, ya sean problemas
de salud inmediatos provocados por una intoxicacion o por propi-
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ciar situaciones que ponen en riesgo la integridad de la misma per-
sona o de otros individuos, tales como accidentes, conductas vio-
lentas, acciones ilegales, practicas sexuales inseguras, transmision
de enfermedades, entre otros. El uso prolongado de estas sustan-
cias podria implicar problemas mas severos que conllevan el desa-
rrollo de trastornos por dependencia en detrimento de la salud y de
las relaciones interpersonales [25].

Ciertamente, un impacto negativo en el consumo de psicotropicos,
a corto o a largo plazo, depende de una interaccion multifactorial
que abarca aspectos propios del individuo, del tipo de consumo, del
contexto social y de las sustancias quimicas [24]. La combinacién
de algunos de los factores anteriores puede generar en una determi-
nada poblacion una situacion problematica muy compleja de salud
publica, la cual hasta la fecha ha sido combatida, principalmente,
por leyes nacionales e internacionales de control y fiscalizacion de
estupefacientes, psicotrdpicos, precursores y NSP. En esencia, los
tratados de fiscalizacion internacional de drogas tienen como ob-
jetivo garantizar la disponibilidad adecuada de sustancias psicoac-
tivas para fines médicos y cientificos, asegurandose de que estas
sustancias no sean desviadas para propositos “ilicitos” [26].

Concretamente, estas acciones de control internacional han deriva-
do en la prohibicion absoluta del cultivo, produccion, fabricacion,
exportacion, importacion, venta, posesion y consumo de sustancias
psicoactivas, excepto cuando la finalidad es farmacolégica o cien-
tifica, como se mencion6 en el parrafo anterior. Esto ha dejado un
registro de 302 sustancias fiscalizadas hasta diciembre de 2021 se-
gun el Informe Mundial de las Drogas 2022 de la ONUDD [27]. No
obstante, entidades como la Comision Global de Politicas de Drogas
consideran que las politicas mundiales que exigen estas prohibicio-
nes son represivas y causantes de los dafios colaterales de la “guerra
contra las drogas” [28].

Como repercusiones de estas decisiones poco flexibles, estos orga-
nismos mencionados sefialan: los problemas en la salud, el deterio-
ro de la seguridad publica, el hacinamiento carcelario, la discrimi-
nacion, el crecimiento del poder de las organizaciones delictivas, la
violencia, la corrupcion y la falta de acceso a medicamentos esen-
ciales. Este panorama deja entrever la necesidad de aplicar politicas
sustentadas en evidencias cientificas para la clasificacién y el mane-
jo de las sustancias psicoactivas de forma adecuada, ya que practi-
cas arbitrarias dotaron con el privilegio de legalidad a drogas como
el alcohol y el tabaco a pesar de su innegable impacto negativo en la
salud publica, los individuos, las familias y las sociedades [29]-[34].

Clasificacion de las sustancias psicoactivas

Existen varias formas de clasificar las drogas de acuerdo con el in-
terés de quien hace la clasificacion. Por ejemplo, se pueden agrupar
por sus efectos farmacoldgicos en depresoras, estimulantes o aluci-
noégenos; es posible clasificarlas por el origen en naturales, semisin-
téticas o sintéticas; se pueden separar por su condicion de legalidad
en legales, ilegales y no controladas; incluso se pueden diferenciar
por sus propiedades fisicoquimicas o por su estructura molecular
[35], [36]. La forma mas comun de clasificacién de las sustancias
psicoactivas es por medio de los tratados del sistema internacional
de fiscalizacion de drogas impulsados por la ONU a través de la Jun-
ta Internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes (JIFE), tal como
se desglosa en la Figura 1 [37]-[39].

La JIFE tiene el mandato de velar por el cumplimiento de los ob-
jetivos de los tratados internacionales. Sin embargo, esta misma
entidad ha expresado en varias ocasiones su inquietud ante la des-
igualdad en diferentes partes del mundo para acceder a sustancias
controladas con valor y uso terapéutico [26]. Otros organismos
-como ciertas ONG- han denunciado un cumplimiento estricto y
violento de las distintas leyes derivadas del régimen internacional
de fiscalizacion de drogas, lo que genera masivas violaciones a los
derechos humanos; e. g., las politicas de cero tolerancia, implemen-
tadas en algunos paises, han ocasionado la ejecucion y la detencion
de miles de civiles en cortos periodos [40].

Asimismo, la ONUDD en su Informe Mundial sobre Drogas 2022 es-
tima que en el 2020 unos 384 millones de personas con edades en-
tre 15y 64 afios consumieron alguna droga no legal en los Ultimos
12 meses -una de cada 18 personas en ese rango de edad-, para un
aumento del 26% con respecto a la década anterior [22]. Ese mismo
informe sefala el impacto ambiental que genera la produccion de
las drogas ilicitas, el aumento en el consumo de drogas entre las
mujeres y las personas jovenes, asi como el crecimiento continuo de
la produccion y el trafico de drogas.

Lo expuesto anteriormente junto con el complejo dinamismo del
mercado global de sustancias psicoactivas -novedosas tecnologias
facilitan decenas de nuevas drogas sintéticas cada afio- evidencian
la incoherencia del obsolescente sistema actual de clasificacion de
drogas [41]. En consecuencia, la categoria de nuevas sustancias psi-
coactivas que se muestra en la Figura 1 supera por casi cuatro veces
la cantidad total de sustancias controladas a nivel internacional, i.e.,
la mayoria de las NSP no son fiscalizadas en ninglin sentido [42].

Junta Internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes

La Convencién Unica El convenio sobre
de Estupefacientes de Sustancias
1961 Psicotropicas de 1971
Dos listas segin el valor
terapéutico y el riesgo
de uso inadecuado mas e
dos listas con

preparados para uso
meédico y sustancias

particulares (e. g.
cocaing, codeina y

cannabis)

para la salud publica
derivado del uso
inadecuado (e. g. LSD,
MDMA y diazepam)

La convencion de las

contra el Trafico llicito

: de Estupefacientes
Cuatro listas separadas i y

con base en la relacion . o
Psicotropicas de 1988

terapéutico y el riesgo

estupefacientes (e. g.

Nuevas sustancias
Naciones Unidas psicoactivas
Todas las sustancias
psicoactivas no
Sustancias fiscalizadas en la
Convencion Unica de
Dos listas con Estupefacientes de 1961
precursores para ni el Convenio sobre
psicotropicos y Sustancias
Psicotropicas de 1971
(e. g. ketamina, 4-MFT y

efedrona)

anhidrido acético,
KMnQ, y acetona).

Figura 1. Clasificacion general de las sustancias psicoactivas de acuerdo con el sistema internacional de fiscalizacién de drogas vigente.
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Nuevas sustancias psicoactivas (NSP)

ELOEDTy la ONUDD han sefialado por varios afios la disponibilidad
y la amplia diversidad en las pautas de consumo de los psicotropi-
cos. Es evidente el aumento en la circulacion sin precedentes de una
serie de drogas distintas a los productos tradicionales controlados
en los convenios de fiscalizacion internacional [23]. La forma tipica
de referirse a estas drogas es como nuevas sustancias psicoactivas
(NSP), término que la ONUDD define como sustancias de abuso, ya
sea en forma pura o en preparados, que no estan controladas por
la Convencién Unica sobre Estupefacientes de 1961 o por la Con-
vencion sobre Sustancias Psicotropicas de 1971, pero que pueden
representar una amenaza para la salud publica [43].

Los nombres con los que se conocen las NSP en el mercado varian
considerablemente, tanto que puede resultar confuso, para quienes
las venden, las compran y las consumen, acertar con la identidad de
la sustancia o la composicion para el caso de mezclas y preparados
[44]. Algunos de los términos mas difundidos para los grupos de
NSP son: synthetic drugs (drogas sintéticas), legal highs (euforizan-
tes legales), bath salts (catinonas sintéticas), emerging drugs (drogas

emergentes), herbal incense (cannabinoides sintéticos), designer drugs
(drogas de disefio), club drugs (drogas recreativas), research chemicals
(drogas de varios grupos, e. g., analogos de la fenciclidina y cannabi-
noides sintéticos) y chemsex drugs (drogas sexuales). Si bien muchas
de estas sustancias no ilegales son conocidas desde hace varias dé-
cadas, lo que resulta novedoso -como lo indica su nombre NSP- es
el uso, la difusion a través de mercados virtuales y de redes sociales,
asi como la velocidad con la que se reformulan y redisefian estas
drogas [44]-[46].

Existen varios criterios para clasificar las NSP, tal como sucede con
la clasificacion general de las sustancias psicoactivas; por lo tanto,
no hay una forma universal convenida para categorizar estas drogas.
Asi, es usual encontrar diferencias en las listas que brindan enti-
dades como la ONUDD, el OEDT o la DEA (siglas en inglés de U.S.
Drug Enforcement Administration) por mencionar algunas [23],
[43], [48]. En la Figura 2 se muestra la clasificacion mas reciente
hecha por la ONUDD, en la que se incluyen once clases basadas en
el grupo de sustancia y siete categorias basadas en los efectos far-
macolégicos.

Clasificacidon de las nuevas sustancias psicoactivas (NSP)

Grupos de sustancias

Aminoindanos: e. g. MDA, l-aminoindano y
2-aminoindano

Cannabinoides sintéticos: e. g. JWH-250, CP-47
y APICA

Andlogos del fentanilo: e. g. carfentanilo,
acrilofentanilo y acetilfentanilo

Catinonas sintéticas: e. g. efedrona, 3-FMC y
MPPP

Nuevas benzodiazepinas: e. g. etilozam,
adinazolam y bromazolam

Andlogos de la fenciclidina: e. g. ketamina,
3-fluorofenciclidina y 4-MeO-PCP
Fenetilaminas: e. g. 4-MTA, PMMA y 4-FMP
Piperazinas: e. g. MT-45, mCPP y TFMPP
Sustancias a base de plantas: e. g. ayahuasca,
khat y peyote

= Otras sustancias: e. g. U-47700 y DMAA

Triptaminas: e. g. AMT, 5-MeO-DMT y 4-AcODIPT

Efectos psicotropicos

« Estimulantes: e. g. catinonas sintéticas,

fenetilaminas y piperazinas

« Agonistas de los receptores de cannabinoides

sintéticos

« Alucinégenos clasicos: e. g. triptaminas,

fenetilaminas y sustancias a base de plantas

- Opioides sintéticos: e. g. andlogos del fentanilo

« Sedativos/hipnéticos: e. g. nuevas

benzodiazepinas

- Disociativos: e. g. andlogos de la fenciclidina

+ No asignados

Figura 2. Clasificacion de las nuevas sustancias psicoactivas realizada por ONUDD con base en grupos de sustancias y en los efectos
farmacolégicos. Datos obtenidos del Sistema de Alerta Temprana sobre Nuevas Sustancias Psicoactivas de la ONUDD [42], [43].

Entre 2009 y 2021 se ha contabilizado un total de 1127 tipos de
NSP en el mercado global de drogas (ver Figura 3), mientras que la
cantidad reportada cada afio parece estable alrededor de los 550
tipos de NSP, después de la expansion que sufrié entre el 2009 y
el 2018. Solo en el 2020, los estados miembros de la ONU iden-
tificaron 77 sustancias completamente nuevas de un total de 548
NSP, lo cual deja en evidencia que, asi como hay nuevas sustancias
que se integran al mercado mundial, otras NSP no se vuelven a ver
en la oferta por motivos como baja rentabilidad o porque ofrecen
efectos psicotropicos similares a los de otras drogas contra las que
no pueden adquirir una cuota del mercado de consumidores que les
permita afianzarse [42].

En el periodo del 2016 al 2022 la mayoria de las NSP identificadas
a nivel mundial fueron estimulantes del tipo catinonas sintéticas y
fenetilaminas, seguidas de los cannabinoides sintéticos, a pesar de
la disminucion observada en la cantidad de incautaciones de estas
sustancias desde el 2015 [42].

Los ultimos informes sobre drogas emitidos por laONUDD y la OEDT
posicionan al cannabis como la droga de mayor consumo mundial;
empero, son enfaticos en la creciente produccion de drogas sinté-
ticas —principalmente opioides como los analogos del fentanilo- y
el aumento en el consumo experimental y recreativo en todas las
latitudes del planeta. De igual forma, estos organismos advierten
de la gran cantidad de NSP en la categoria de otras sustancias alin
no clasificadas, consecuente con la constante innovacion en la pro-
ducciéon de drogas, de las cuales la mayoria son NSP con efectos
hipnéticos y sedantes, como las nuevas benzodiazepinas [23], [27].

Sensores quimicos

Los sensores modernos se emplean para detectar multiples para-
metros de la vida cotidiana. La clasificacion general de los senso-
res se establece con base en el principio fundamental de las medi-
ciones contemplado en su disefio. Los tres grupos principales son:
quimicos, fisicos y biolégicos. La Union Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC del inglés International Union of Pure and
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Figura 3. Cantidad de sustancias identificadas por cada grupo de NSP en el mercado global de las drogas entre 2009 y 2021 (R package ‘ggplot’). Datos obtenidos del Informe
Mundial sobre las Drogas 2022 de la ONUDD [42].

Applied Chemistry) definié un sensor quimico como un dispositi-
vo que transforma la informacion quimica, desde la concentracion
de un componente especifico de la muestra hasta el analisis de la
composicion total, en una sefal analiticamente Gtil. La informacion
quimica puede provenir de una reaccion quimica del analito o de
una propiedad fisica del sistema investigado [49].

Al menos dos componentes basicos componen todo sensor qui-
mico: un sistema de reconocimiento o receptor que transforma la

Clasificacién con base en el
sistema de reconocimiento

Quimicos

0

Fisicos

.

Bioguimicos

Sensores

quimicos

Clasificacion

informacion quimica en una forma de energia y un transductor que
convierte la energia en una sefal de interés analitico. La forma mas
comun de clasificar los sensores quimicos se fundamenta en estos
dos elementos, tal como se resumen en la Figura 4.

Un sensor electroquimico, segiin la misma IUPAC, es un sistema de
medicion que permite convertir la informacion de una reaccion qui-
mica en una seial eléctrica cuantificable por medio de un transduc-
tor apropiado [50]. Los componentes transductores en este tipo de

Electroquimicos L
9 Opticos

Térmicos

Magnéticos

7

Sensibles a la masa

Clasificacién con base en
el tipo de transductor

Figura 4. Clasificacion de los sensores quimicos con base en el tipo de receptor y transductor.

dispositivos son conjuntos electrodicos seleccionados con base en
la funcion del sensor y empleados bajo condiciones de operacion
controladas. Los electrodos sélidos de trabajo, como los que estan
hechos a base de carbono vitreo o de diamante dopado con boro,
han sido extensamente estudiados como transductores porque pre-
sentan una amplia ventana de potenciales eléctricos y una baja co-
rriente residual, caracteristicas muy deseables para la construccion
de los sensores [51], [52].

Las mejoras sustanciales en el desarrollo de ciertos electrodos los
hacen cada vez mas versatiles y han solucionado algunos de los in-

convenientes en el uso de los electrodos convencionales, tales como
la baja reproducibilidad, los procedimientos tediosos de limpieza y
la cantidad de muestra requerida para el analisis. Los principales
cambios han surgido de la miniaturizacion y del caracter desechable
de los nuevos electrodos. Por ejemplo, como ha sucedido con los
dispositivos elaborados con la tecnologia serigrafica, los cuales han
impulsado el desarrollo general de los sensores quimicos [52]-[54].

El uso de los electrodos serigrafiados como una herramienta de
analisis quimico ha revitalizado algunas de las aplicaciones basicas
de la electroquimica. Su disefo clasico de los tres electrodos in-
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tegrados en un sustrato ha llegado, incluso, a sustituir las celdas
electroquimicas comunes como consecuencia de la reduccion del
volumen de trabajo a una sola gota. Para serigrafiar este tipo de
electrodos se emplean tintas de diversas composiciones, entre las
que destacan la tinta de carbono, de plata, de oro y de platino; ya
sea sobre un sustrato rigido como la ceramica o sobre un sustrato
flexible como el plastico o los textiles. EL proceso de fabricacion de
estos dispositivos incluye, ademas, una etapa de secado y de curado
a una determinada temperatura de acuerdo con las propiedades que
se requieran en el disefio del sensor [55]-[57].

La simplicidad de fabricacion y el bajo costo que conllevan los sen-
sores electroquimicos los han posicionado en el mercado como una
herramienta analitica significativa para detectar y cuantificar una
amplia variedad de analitos en diversas areas, como la biomedicina,
las ciencias ambientales y las ciencias forenses [59]. Es importante
resaltar que este tipo de sensor es el mas utilizado principalmente
por su buen desempefio analitico que se hace notorio en los bajos
limites de deteccion (LOD), en un amplio rango lineal y en una bue-
na precision; todo lo anterior combinado con cortos intervalos de
tiempo de analisis y con la posibilidad de realizar mediciones vera-
ces en tiempo real sobre la composicion quimica de su entorno, ya
sea en el laboratorio o en condiciones de campo [60].

Clasificacion de los sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos se pueden subdividir en varias cate-
gorias en funcién de la técnica de electroanalisis utilizada. Los sen-
sores mas comunes son los conductimétricos, los potenciométricos
y los voltamperométricos. En este apartado se describiran con ma-
yor detalle los sensores voltamperométricos, cuya variable de medi-
cion es la corriente en funcion del potencial aplicado.

Sensores conductimétricos: el principio de funcionamiento de los
sensores de este grupo es la medicion de los cambios de la con-
ductividad eléctrica o de alguna otra propiedad relacionada con la
conductividad, ya sea de una porcion de un material o del seno pro-
pio del material cuya conductividad se ve afectada por la presencia
de un analito. Las mediciones con estos dispositivos determinan la
habilidad de una sustancia para restringir el paso de una corriente
entre dos electrodos -resistencia eléctrica o en su lugar impedancia
si emplea una corriente alterna- [61].

Los métodos que se utilizan con los sensores conductimétricos son
principalmente no selectivos debido a que la gran mayoria de elec-
trodos son fabricados de metales inertes como el oro o el platino.
No obstante, el desarrollo de nuevos materiales aplicados en la
modificacion de superficies electrddicas, junto con una instrumen-
tacion muy mejorada, han permitido formular procedimientos mas
viables para disefar sensores selectivos para ciertos iones [62].

Sensores potenciométricos: este tipo de sensores se basan en la me-
dicién interfacial de la diferencia de potencial de un electrodo indi-
cador con respecto a un electrodo de referencia en condiciones de
circuito abierto, es decir, cuando no hay un flujo de corriente eléc-
trica en el electrodo. La sefial de un sensor potenciométrico se basa
en la ecuacion de Nernst, la cual predice una dependencia lineal de
la respuesta del sensor en funcion del logaritmo de la actividad o de
la concentracion de la especie en disolucion.

Los sensores potenciométricos han sido el grupo de sensores elec-
troquimicos mas estudiados y desarrollados durante varias décadas.
La mayor aplicacion de estos dispositivos provino de la creacion de
los electrodos selectivos de iones, como sucedié con el electrodo
de membrana selectiva de vidrio, tan ampliamente utilizado hoy en
dia para las mediciones de pH. Los electrodos indicadores metalicos
redox y los electrodos de 6xido metalico mixto son los otros dos
tipos de electrodos que se emplean para el disefio y elaboracion de
los sensores pertenecientes a esta categoria [63], [64].
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Sensores voltamperométricos: los sensores de este tipo registran la
informacion del sistema de medicion a través de la intensidad de
corriente obtenida (directa o alterna) al imponer un potencial eléc-
trico sobre el electrodo de trabajo. La aplicacion de esta técnica en
el desarrollo de sensores conlleva la medicion de la corriente en
funcion de un barrido temporal de potencial en la celda electroqui-
mica. Sin embargo, esta forma de imposicién de potencial no es la
Unica manera de aplicar un voltaje en el electrodo de trabajo. Si el
potencial se mantiene constante durante todo el ensayo, se puede
medir la corriente en funcion del tiempo; a este subgrupo de sen-
sores se les conoce como sensores amperométricos. Otro subgru-
po de sensores en esta categoria, aunque menos comunes, son los
dispositivos que no requieren de una fuente externa de corriente,
conocidos como sensores galvanicos [49], [65].

Segun la IUPAC, los sensores voltamperométricos se fundamentan
en el uso de electrodos inertes, electrodos quimicamente activos y
electrodos modificados [49]. La investigacion en el uso de materia-
les novedosos para este Gltimo grupo de electrodos ha mejorado
algunas de las limitaciones que presentan los sensores electroqui-
micos en general, por ejemplo, la baja selectividad y, en algunas oca-
siones, la poca sensibilidad. Los sistemas modernos de deteccion se
han beneficiado de los avances de la microelectrénica y la microin-
genieria, principalmente en el desarrollo de electrodos miniaturi-
zados y mas baratos cuya respuesta analitica suele tener una mejor
relacion de la sefal con respecto al ruido [66].

La innovacion en el desarrollo de sensores voltamperométricos se
ha llevado a cabo gracias a la nanotecnologia y la nanociencia por
medio de la sintesis y de la aplicacion de los nanomateriales com-
puestos. Las propiedades de estos materiales a escala nanométrica
repercuten, particularmente, en los sistemas de medicion, en los
cuales el area superficial desempefa un papel importante, tal como
sucede en las mediciones electrédicas interfaciales [67], [68].

Entre los materiales mas utilizados para la modificacion de super-
ficies de los electrodos estan los metales, las ceramicas, los semi-
conductores, los polimeros, los compuestos organometalicos y las
biomoléculas. Las estructuras nanométricas comunes en las que se
emplean estos materiales tienen formas de nanoparticulas, nanotu-
bos, nanoestrellas, nanofibras, nanoesferas y nanolaminas [69],[70].

Algunos de los materiales nanocompuestos ampliamente utilizados
son las nanoparticulas de oro, los nanotubos de carbono, el gra-
feno y las enzimas. Entre las principales ventajas que aportan las
modificaciones de los electrodos, aparte del ya mencionado aumen-
to del area superficial, destacan el aumento de la reactividad, una
mayor biocompatibilidad, el incremento en la adsorcion, la catalisis
de reacciones electroquimicas y el soporte estructural para la in-
movilizacion de moléculas. Algunas de estas caracteristicas influyen
positivamente en la eficiencia de la transferencia de carga, lo que se
traduce en un mejor desempeiio analitico del sensor [60].

Biosensores electroquimicos

La modificacion de los transductores electroquimicos (electrodos)
con biomoléculas ha sido una practica muy estudiada para el desa-
rrollo de dispositivos mas sensibles y puntualmente mas selectivos.
Los biosensores se pueden diferenciar de acuerdo con el elemento
biolégico utilizado como receptor. Algunos de estos pueden ser: or-
ganismos, anticuerpos, membranas, organelas, células, tejidos, aci-
dos nucleicos y enzimas [71]. Las modificaciones electrddicas dan
origen a biosensores conductimétricos, potenciométricos y voltam-
perométricos; la eleccion de la técnica de electroanalisis depende
de la reaccion bioldgica que media a través del sistema de recono-
cimiento. El receptor molecular podria involucrar una conversion
del analito en sus respectivos productos por medio de un proceso
biocatalitico, o bien, medir las interacciones del analito mediante el
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reconocimiento especifico sin una reaccién quimica basada exclusi-
vamente en la bioafinidad. De estos dos subgrupos de biosensores,
es claro que los biocataliticos requieren de una mayor atencién en
esta seccion, puesto que los sensores voltamperométricos miden la
corriente que se produce en una reaccion de transferencia de elec-
trones [61], [72].

Los biosensores surgieron en la década de los afios 1960. La prime-
ra publicacion cientifica sobre un biosensor se refiere a un dispo-
sitivo propuesto para la determinacion de la glucosa en la sangre.
Su principio de medicion se fundamentd en la reaccion catalitica de
oxidacion del monosacarido en acido glucénico por accion de la en-
zima glucosa oxidasa inmovilizada en un electrodo selectivo de oxi-
geno [73]. Desde entonces, los avances en el desarrollo de este tipo
de sensor electroquimico han sido muy significativos y lo han con-
vertido en uno de los sensores con mayores aplicaciones gracias a
los enfoques innovadores que involucran mdltiples disciplinas [74].

Entre los componentes receptores tipicos de los sensores bioca-
taliticos destacan las enzimas, unas biomoléculas de naturaleza
proteica con actividad catalitica muy especifica, i. e., son capaces de
acelerar reacciones quimicas de forma selectiva sin consumirse en
el proceso quimico. La forma en la que llevan a cabo este proceso
es por la disminucion de la energia de activacion de la reaccion me-
diante una interaccion pasajera con los sustratos o las sustancias
reaccionantes. El mecanismo basico de la catdlisis enzimatica se
describe como una enzima (E) y un sustrato (S) que se asocian en
un complejo transitorio enzima-sustrato (E-S) previo a la transfor-
macion del sustrato en un producto (P), tal como se muestra en la
siguiente reaccion general:
kq k2
E+S E-S P+E

La velocidad de formacion del producto en la expresion anterior,
d[P]/dt, se representa por medio de un reacomodo matematico de
la ecuacion de Michaelis-Menten y se muestra a continuacion (Ec. 1):
dt K, +[S]
en la cual Vimaxes la velocidad maxima de la reaccion y K_m corres-
ponde a la constante de Michaelis-Menten definida como la con-
centracion del sustrato cuando la velocidad de reaccion es la mitad
de Vmax. Esta constante es afectada por varios factores, entre ellos,
la temperatura, el pH y ciertas propiedades del sustrato mismo [75].

Unas de las enzimas mas empleadas en el disefio y construccion
de los biosensores cataliticos son las oxidorreductasas, un tipo de
biomoléculas que catalizan la transferencia de electrones en las re-
acciones tipo redox; cualidad que resulta muy util para el desempe-
fio analitico del sensor electroquimico. Si bien dicha transferencia
electrénica entre el centro redox de la proteina y la superficie elec-
trodica puede suceder de forma directa, la transferencia no siempre
ocurre con facilidad, debido al aislamiento que generan las mismas
cadenas polipépticas. En estos casos es recomendable modificar es-
tructuralmente la superficie del electrodo o utilizar moléculas me-
diadoras para mejorar el flujo de transferencia de electrones como
se representa en la Figura 5 [76].

La elaboracion de este tipo de sensor electroquimico requiere la
adherencia al transductor, tanto de la enzima como de cualquier
otro elemento que forme parte del disefio estructural. Los méto-
dos de inmovilizacion se pueden agrupar en dos categorias: a) los
fisicos, como el atrapamiento y los procedimientos con inclusién en
membranas, y b) los quimicos, entre los que se pueden mencionar
la adsorcidn, el entrecruzamiento y la fijacion por medio de enlaces
covalentes. La principal ventaja de la fijacion de los componentes es
brindar una mayor estabilidad de la enzima y del sistema de medi-
cion completo; aunque esto puede disminuir la actividad catalitica
ocasionalmente [77].
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Figura 5. Disefio basico de un biosensor con mediador para el flujo electronico. Las
flechas indican la direccion del flujo de electrones en la catalisis enzimatica. S co-
rresponde al sustrato.

Una de las técnicas mas extendidas para la inmovilizacion de agre-
gados proteicos es la reaccion de entrecruzamiento a través del
glutaraldehido (C_H,0,). Este compuesto organico se distribuye
comercialmente en disoluciones acuosas que presentan distintas
estructuras quimicas -forma monomérica, cadenas lineales hidra-
tadas, hemiacetales ciclicos y oligobmeros- de acuerdo con el pH,
la concentracion y la temperatura. El glutaraldehido suele reaccio-
nar con las aminas primarias presentes en las estructuras basicas
de las proteinas para formar enlaces covalentes entrecruzados que
se extienden por polimerizacion fijando las macromoléculas a la su-
perficie electrodica [77]-[79]. Algunos procedimientos alternativos
que mejoran la fijacion polimérica de las proteinas son el deposito
previo de nanomateriales como los nanotubos que sirven para un
mayor soporte y los pretratamientos electroquimicos de las super-
ficies de los electrodos.

Sensores espectroelectroquimicos

El disefo de dispositivos de alta especificidad -e. g., los sensores
selectivos de iones o los biosensores- contribuye a mejorar la selec-
tividad en los sistemas de medicion electroquimicos. Para que esto
suceda, deben cumplirse condiciones muy especificas que no siem-
pre se pueden garantizar si se toman en cuenta las propiedades fisi-
coquimicas del analito y las caracteristicas de la matriz de analisis.
Otra soluciéon para aumentar la capacidad de resolucion analitica
suele ser la combinacion de técnicas instrumentales para recolectar
informacion de los fendémenos que ocurren en un proceso electrodi-
co desde dos aristas distintas. Esta tecnologia hibrida integrada en
un sensor voltamperométrico combina las ventajas de cada técnica
analitica en un solo ensayo para obtener una mejor descripcion del
sistema quimico [81].

La espectroelectroquimica (SEC por las siglas en inglés de spec-
troelectrochemistry) se compone de un grupo de métodos de anali-
sis que combinan las mediciones de espectrometria y de electro-
quimica para adquirir datos de forma simultdnea e in situ en una
celda electroquimica [82]. El aporte espectroscopico depende de
la region del espectro analizada, del tipo de interaccién que tenga
con el analito y de la forma en la que se mida. Los resultados de la
espectroscopia molecular, luminiscente o vibracional, por mencio-
nar algunas metodologias opticas, contribuyen no solo a recopilar
informacion estructural y conformacional para identificar las espe-
cies electroactivas e intermediarios de la reaccion, sino a elucidar
los mecanismos de transferencia electrénica y a entender mejor los
sistemas estudiados [83], [84].
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La cuantificacion en los analisis SEC generalmente se realiza por me-
dio del transductor electroquimico empleado en el sensor, algunos
de los cuales se consiguen comercialmente en mdltiples presenta-
ciones que van desde electrodos opticamente transparentes hasta
sustratos de superficie mejorada para espectroscopia Raman [85].

No obstante, cada vez resulta mas comun la eleccion de técnicas
espectroscopicas con una utilidad mas alla de la descripcion e iden-
tificacion molecular. Por tal motivo, las combinaciones de técnicas
mas usadas para el desarrollo de este tipo de sensor son: SEC de
absorcion UV-Vis, SEC de fluorescencia y SEC de dispersion Raman.
Independientemente del objetivo con el que se configure el sistema
hibrido SEC, su mayor potencial proviene del caracter dinamico de
la correlacion bidimensional de metodologias y de la capacidad de
alta resolucion temporal [86].

SEC de UV-Vis: los sensores de esta categoria combinan la técnica de
absorcion molecular en la region del espectro ultravioleta o visible
con alguna de las técnicas electroquimicas. Ha sido por muchas dé-
cadas la herramienta espectroelectroquimica mas explorada, princi-
palmente por su versatilidad, su bajo costo y porque es un procedi-
miento relativamente sencillo [87].

La configuracion de la celda de medicion se establece de acuerdo
con el angulo de incidencia del haz de luz, que puede ser perpen-
dicular al electrodo (configuracion normal) o de forma paralela (es
decir, el camino dptico mas largo). El principio de medicion espec-
troscdpico varia tanto por la configuracion de la celda como por lo
que se desea investigar del sistema electroquimico; asi podria em-
plearse, e. g., espectroscopia UV-Vis en modo de transmitancia o re-
flectancia [86], [88].

SEC de fluorescencia: los sensores espectroelectroquimicos de este
tipo adicionan al desempefio electroquimico la alta sensibilidad
y la selectividad de la espectroscopia fluorescente; propiedades
que permiten ampliar el rango de aplicaciones en distintos cam-
pos, principalmente en aquellos en los que se requiere un analisis
cuantitativo. Uno de los mayores aportes de esta metodologia es
el monitoreo del tiempo de vida de especies luminiscentes bajo la
transformacion electroquimica in situ del analito [89].

Por el contrario, la poca versatilidad de las celdas de medicion para
cumplir con el requisito de deteccion luminiscente a 90°, sumado a
que se limita a un grupo reducido de moléculas electroactivas que
presentan una buena intensidad fluorescente, contribuyen a deses-
timular su investigacion y su uso. Esto ha impedido el desarrollo
exhaustivo de sensores como el que si ha tenido la SEC de absorcion
UV-Vis [90], [91].

SEC de Raman: la espectroscopia Raman es una técnica basada en el
efecto de la dispersion inelastica -dispersion Raman- de una fuente
de luz laser monocromatica, usualmente en la region entre el ultra-
violeta cercano y el infrarrojo cercano. En los Gltimos afos la SEC de
espectroscopia Raman se ha convertido en una herramienta valio-
sa para estudiar diversos procesos electroquimicos. Algunas de las
aplicaciones mas importantes son: estudios de transferencia idnica
y electronica, analisis cualitativos y cuantitativos, caracterizacion de
materiales y estudios sobre la transformacion y el almacenamiento
de la energia [92], [93].

A pesar de que la espectroscopia Raman es una de las mejores téc-
nicas para la identificacion molecular mediante la huella espec-
troscopica de frecuencias vibracionales, su uso en SEC ha estado
subordinado a la sensibilidad analitica que determina la sefal de
la dispersion Raman, la cual es bastante baja en relacién con la dis-
persion elastica de Rayleigh, ya que aproximadamente solo una mo-
lécula en el intervalo entre 10® moléculas y 10" moléculas experi-
menta una dispersion inelastica [88]. El posicionamiento como una
herramienta versatil y con potencia analitica para mediciones de
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SEC, proviene de la integracion de técnicas que amplifican significa-
tivamente las sefiales de las frecuencias de dispersion, por ejemplo,
la espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS por las siglas
en inglés de surface enhanced raman spectroscopy) [94], [95].

El fendmeno SERS ocurre por la combinacion de dos mecanis-
mos principales; el primero es el mecanismo electromagnéti-
co, cuyo efecto se debe a la resonancia de los plasmones cuan-
do inciden los fotones sobre la superficie rugosa del sustrato
metalico, que ocasiona un aumento del campo eléctrico y asi
un incremento de la seial. El segundo es el aumento quimi-
co, el cual es un tanto mas dificil de predecir y significativamen-
te mas débil que el efecto electromagnético. De forma muy ge-
neral, este efecto quimico se puede atribuir a la transferencia de
carga que se da en un pseudocomplejo entre las moléculas del
analito y la superficie nanoestructurada del sustrato [92], [96].

La ganancia en la amplificacion de la sefal por medio de la técni-
ca SERS es de varios 6rdenes de magnitud, aproximadamente entre
10" y 10™ veces mayor que la sefal convencional [97], [98], que,
seglin reportes de la literatura cientifica, es suficiente para detectar
una molécula individual [99], [100].

Hoy en dia existen muchas configuraciones de celdas para las medi-
ciones de SEC de Raman, multiples materiales empleados como sus-
tratos y diversas formas de dirigir los ensayos electroquimicos y los
espectroscopicos. Por ejemplo, es posible emplear el procedimien-
to electroquimico para cuantificar el analito, para electroactivar la
superficie del sustrato con el proposito de favorecer el mecanismo
SERS o para absorber el analito sobre la superficie plasménica del
metal [86], [101].

El incremento que proporciona la técnica SERS a la sensibilidad
analitica, sumado a la alta selectividad de la espectroscopia Raman,
convierten la SEC de espectroscopia Raman en una de las técnicas
mas promisorias para el desarrollo de sensores espectroelectroqui-
micos. Los esfuerzos de investigacion actuales van dirigidos hacia la
buisqueda y creacion de nuevos y mejores materiales que funcionen
como superficie electrédicayalavez como sustrato para SERS [102].

Sensores electroquimicos para el andlisis de

drogas emergentes sintéticas

El analisis quimico de las sustancias psicoactivas abarca una serie
de elementos que incluyen procedimientos muy especificos para
la recoleccion de las muestras y técnicas de analisis muy especia-
lizadas para la determinacion de los analitos [17]. En el campo de
las pruebas de drogas se distinguen, generalmente, dos tipos de
analisis: las pruebas preliminares y las pruebas confirmatorias. Las
metodologias analiticas por excelencia para la confirmacion cuali-
tativa y cuantitativa de drogas se basan en técnicas estandarizadas
de separacion acopladas con la espectrometria de masas, e. g., la
cromatografia de gases (GC-MS del inglés gas chromatography-mass
spectrometry) y la cromatografia liquida (LC-MS del inglés liquid chro-
matography-mass spectrometry) [103], [104].

En contraste, las pruebas preliminares son un campo mas dinamico
que adapta y aplica algoritmos in situ con el proposito de obtener
resultados en tiempo real. El desarrollo de los sensores electroqui-
micos ha puesto una especial atencion a los requerimientos del ana-
lisis de campo, en el cual es imprescindible una respuesta inmediata
sin comprometer la calidad analitica de los resultados, tal como lo
demanda la toxicologia.

Es bien conocido el buen desempefio analitico que presentan las
técnicas de separacion con espectrometria de masas. Las altas
sensibilidad y selectividad hacen posible la determinacion, basica-
mente, de cualquier psicotrépico y de sus derivados con un elevado
porcentaje de confiabilidad, incluso a niveles de concentracién muy
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bajos y en diferentes matrices [105]. Por ejemplo, Nan Quin et al. re-
portaron limites de deteccion para la determinacion simultanea de
37 compuestos analogos del fentanilo y otros nuevos opioides sin-
téticos entre 0,5 y 2,5 pg/mg en muestras de cabello por cromato-
grafia liquida de ultra alta resolucion con espectrometria de masas
en tandem (UHPLC-MS/MS) [106]. Thomas Berg et al. encontraron,
con esa misma técnica, un LOD de 44 pg/mL para la determinacion
de fentanilo en muestras de sangre entera [107].

No obstante, estas potentes plataformas analiticas estan restringi-
das a un entorno de laboratorio debido a la falta de caracteristicas
de portabilidad instrumental. Asi mismo, los tiempos de respues-
ta analitica no son inmediatos a causa de la manipulacion y de la
preparacion de muestras en varias etapas [108]. Estas caracteristi-
cas -sumadas a los altos costos de mantenimiento- han motivado
la basqueda de herramientas mas versatiles y con menores costos
operativos que permitan solventar las necesidades de una primera

Tabla 1. Sensores electroquimicos reportados en la literatura para la cuantificacion de un grupo de NSP sintéticas.

E
NSP Método lectrodo
de trabajo
DPV SP-C
SWv BDD
25B-NBOMe SWV BDD
DPV BDD
DPV SP-C
DPV SP-Pt
SWv cp
DPV BDD
BzP DPV SP-C
DPV SP-Pt
DPV SP-C
POT PMBS
DPV BDD
CPP DPV BDD
m DPV SP-C
DPV SP-Pt
SWv SP-C
DPV GC/BMIMNTF_/ZnTRP
DMT DPV BDD
DPV SP-C
DPV SP-Pt
cv SP-G
cv SP-G
cv Moneda de un penique
SWV MIP/polytyramine/f-MWCNT@
4-MMC AuNPsnanocomposite/GC
CV-SERS SP-Au
AdSSWV CP/AgNPs@Sa
DPV GC/GO/DHP
POT Selectivo de iones
cv SP-G
cv SP-G
4-MEC v Moneda de un penique
CV-SERS SP-Au
cSwWv SP-C/ [C4Capyrr][NTf2]
SWV SP-C/MWCNT-PEI-IL (electrodo
flexible sobre un guante)
DPV GC/CNOs
DPV Reticulado de SWCNT
DPV Zn(I1)-MOF/SP-C
AdSSWV SP-C
FYL AdSDPV MWCNT-GC
DPV NiO@CNTs/GC
SWv LCE
DPV GC/MWCNT-HA/CU-H3BTC
SWv Au sobre sustrato de MPSi/FEN-Ab
SWv ERGO-GC
AdScv Cytc/MWCNT/SP-C

Fecha de publi-

Medio LOD (ug/mL) cacion Referencia
PBS pH 7,0 1 12-2016 [113]
BA pH 4,0 0,04 08-2017 [114]
BA pH 9,5 0,04 04-2018 [115]

CH,CN/TEAP 0,24 01-2021 [116]
BBR pH 8,0 0,44 01-2021 [116]
CH,CN/TEAP 0,76 01-2021 [116]
BBR pH 9,5 1,0 12-2016 [117]
CH,CN/TEAP 0,77 01-2021 [116]
BBR pH 9,0 0,61 01-2021 [116]
CH,CN/TEAP 13 01-2021 [116]
BBR pH 5,0 0,05 04-2021 [118]
Tris-HCl pH 7,0 0,10 09-2019 [119]
BBR pH 10 0,22 02-2020 [120]
CH,CN/TEAP 0,27 01-2021 [116]
BBR pH 8,0 0,15 01-2021 [116]
CH,CN/TEAP 1,1 01-2021 [116]
BBR pH 7,0 0,02 10-2021 [121]
NaClo, pH 6,0 0,33 03-2020 [122]
CH,CN/TEAP 0,38 01-2021 (116]
BBR pH 8,0 0,33 01-2021 [116]
CH,CN/TEAP 1,8 01-2021 [116]
PBS pH 12,0 13,2 11-2013 [123]
BA pH 4,3 11,8 08-2014 [124]
BA pH 8,5 0,56 07-2015 [125]
pH 6,0 1,42x10* 08-2018 [126]
H,SO, pH 1,8 6,6 12-2021 [101]
Tris-HCl pH 9,0 6,08x107 02-2022 [127]
BF pH 6,0 0,21 04-2022 [128]
- 0,18 01-2023 [129]
PBS pH 12,0 36,3 11-2013 [123]
BA pH 4,3 11,6 08-2014 [124]
BA pH 8,5 0,50 07-2015 [125]
H,SO, pH 1,8 24 12-2021 [101]
PB pH 7,4 1,68 02-2019 [130]
PBS pH 7,4 3,36 04-2019 [131]
PBpH 7,0 0,101 01-2020 [132]
PBS pH 7,4 0,004 01-2020 [133]
PB pH 7,0 0,101 04-2020 [134]
Tris-HCL pH 8,5 0,233 07-2020 [135]
PH S, 0,037
PB pH 7,4 0,034 09-2020 [136]
PBS pH 7,0 0,003 10-2021 [137]
PBS pH 7,4 0,336 04-2022 [138]
PBS pH 7,0 0,001 07-2022 [112]
PB pH 7,4 0,006 08-2022 [139]
PBS pH 7,4 0,002 09-2022 [140]
PBpH 7,5 0,086 11-2022 [141]

DPV: differential pulse voltammetry, SWV: square wave voltammetry, POT: potenciometria, CV: cyclic voltammetry, AdSSWV: adsorptive stripping SWV, CSWV: cyclic SWV, AdSDPV: adsorp-
tive stripping DPV, SP-C: screen-printed carbon, BDD: boron-doped diamond, SP-Pt: screen-printed platinum, CP: carbon paste, PMBS: polymeric membrane-based sensor, GC: glassy carbon,
BMIMNTF;: liquido iénico, ZnTRP: complejo supramolecular, SP-G: screen-printed graphite, MWCNT: multi-walled carbon nanotubes, MIP: molecular imprinted polymer, f-MWCNT@
AuNPs: functionalized MWCNT@ gold nanoparticles, SP-Au: screen-printed gold, AgNPs@Sa: silver nanoparticles capped with saffron, GO: graphene oxide, DHP: dihexadecyl hydrogen phos-
phate, [C4C1pyrr][NTf2]: liquido idnico, PEI: polietilamina, IL: ionic liquid, CNOs: carbon nanoonions, SWCNT: single-walled carbon nanotubes, MOF: metal-organic framework, NIO@CNTs:
nanocompuesto a base de NiO y nanotubos de carbono, LCE: laser carbonized electrode, HA: hidroxiapatita, Cu-H,BTC: copper-based metal-organic framework, MPSi: silicio meso/
macro-poroso, FEN-Ab: anticuerpos para fentanilo, ERGO: electrochemically reduced graphene oxide, Cytc: citocromo c, PBS: phosphate-buffered saline, BA: buffer de acetato, TEAP:
tetraethyl ammonium perchlorate, BBR: Buffer Britton Robinson, BF: buffer de fosfatos.
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respuesta en ensayos preliminares.

Los nuevos dispositivos de deteccion miniaturizados han provisto a
la comunidad cientifica de aplicaciones modernas para el monitoreo
analitico en tiempo real en las pruebas de drogas. Ciertas caracteris-
ticas de los sensores electroquimicos -como la facil manipulacién,
una minima huella residual relacionada con la capacidad de analizar
microcantidades de muestra, asi como un bajo costo para el disefio
y el desarrollo del dispositivo- destacan la idoneidad para los ana-
lisis in situ [109]. Hazhir Teymourian et al. realizaron un estudio de
revision sobre sensores portatiles no invasivos para el analisis de
drogas terapéuticas y de abuso en fluidos corporales [110]. Aqui se
destacan tecnologias empleadas en dispositivos sensibles que pue-
den ser usados como prendas o accesorios, tales como guantes o
anillos, lo cual evidencia la versatilidad y el potencial que tienen los
sensores en aplicaciones in situ.

Los procedimientos electroquimicos de los distintos sensores
se adaptan bien a las condiciones requeridas de campo. Ofrecen,
ademas, métodos de cuantificacion precisos y con bajos limites de
deteccion, cuyos resultados permiten tomar decisiones en el sitio
junto con las autoridades correspondientes, previo al envio de las
muestras al laboratorio para su procesamiento y analisis confirma-
torio [16], [111].

En un estudio de investigacion realizado por Maryam Akbari et al.
se presentd un nanosensor electroquimico (GCE/MWCNT-HA/
Cu-H_BTC) para el andlisis de fentanilo en disoluciones acuosas
con un LOD de 3 nM (1 ng/mL) [112]. Este valor (10?) es ape-
nas tres 6rdenes de magnitud superior a los limites de deteccién
que hemos visto en parrafos anteriores para las técnicas con de-
teccion de masas (107'2); sin embargo, es notorio que el sensor
muestra parametros de desempefio muy buenos; ademas, la bre-
cha en la sensibilidad entre los dispositivos electroquimicos y
las técnicas de separacion es cada vez mas pequefia gracias a la
implementacion de nuevas tecnologias y de nuevos materiales.

En la Tabla 1 se muestran los sensores electroquimicos reporta-
dos para la determinacion cuantitativa de las siguientes sustancias
psicoactivas sintéticas: las piperazinas BZP y mCPP, la fenetilamina
sustituida 25B-NBOMe, la triptamina DMT, las catinonas 4-MMCy
su derivado 4-MEC, asi como el opioide FYL.

En la Gltima década se han reportado alrededor de 50 sensores elec-
troquimicos basados en distintas metodologias y modificaciones
electrédicas para las siete sustancias psicoactivas en estudio. Los
dispositivos referidos en la Tabla 1 para el analisis de la fenetilami-
na 25N-BOMe emplean las técnicas de DPV y de SWV en medios or-
ganicos y acuosos a distintos valores de pH. Glayton A. Souza et al.
desarrollaron un método con un LOD de 0,04 ug/mL a partir de un
electrodo de diamante dopado con boro (BDD) adaptado en una
celda de 10 mL [114]. Otros autores propusieron un sensor de este
mismo material con un LOD ligeramente superior (0,24 ug/mL), pero
acoplado a una celda de 100 pL disefiada para trabajar con cantida-
des muy pequefias de muestra, como se aprecia en la Figura 6 [116].
Asimismo, se hallan sensores elaborados a partir de electrodos seri-
grafiados desechables de carbono y de platino que requieren unica-
mente 50 uL de muestra [113].

Para la deteccion de BZP se encuentran dispositivos construidos a
partir de electrodos comerciales y electrodos hechos en el mismo
laboratorio. S. A. Waddell et al. investigaron los posibles electrodos
indicadores hechos de una pasta de alétropos de carbono mezcla-
dos con nujol en distintas proporciones. El material que dio mejores
resultados fue el carbono vitreo al 80% para un LOD de 1,0 ug/mLen
celdas de 10 mL [117], los cuales son valores similares a los repor-
tados en muestras de saliva para los microsensores de BDD y SP-Pt
[116]. Raquel G. Rocha et al. presentan en su articulo un sensor de
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Figura 6. Microcelda de 100 pL impresa en el laboratorio. (A) electrodo de BDD, elec-
trodo de referencia de Ag/AgCly electrodo auxiliar de platino. (B) Microcelda ensam-
blada para mediciones con un electrodo BDD. Figura tomada de la referencia [116].
SP-C cuyo LOD se diferencia en poco mas de un orden de magnitud
con respecto a los otros dispositivos (0,015 pug/mL); en este caso,
las mediciones se optimizaron para cuantificar BZP en muestras de
bebidas con contenido alcohélico [118].

La piperazina mCPP se ha estudiado en condiciones electroquimi-
cas muy similares a las empleadas para la BZP. Se diferencia la pro-
puesta de Eman H. ELl-Naby [119] con un sensor potenciométrico de
membrana con arquitectura supramolecular para el reconocimiento
selectivo de la molécula, cuyo LOD se encuentra en el mismo orden
de magnitud que los valores de los sensores voltamperométricos de
BDD (celdasde 10 mLy 100 uL)y SP-Pt[115],[119]. Weberson P. Sil-
vaetal. utilizaron un electrodo de SP-C para lamicrodeteccion simple
y rapida de mCPP en muestras de incautacion que obtuvo el LOD mas
bajo para este tipo de determinacion analitica (0,02 pg/mL) [121].

Los sensores encontrados en la literatura para DMT presentan para-
metros de desempefio muy similares entre si. Algunos un poco mas
complejos en su preparacion, como el electrodo de carbono vitreo
modificado con BMIMNTF_/ZnTRP (un liquido i6nico y un compues-
to supramolecular) [122], y otros mas simples como el sensor des-
echable de SP-C para microcantidades de muestra [116].

Con respecto al andlisis electroquimico de la mefedrona (4-MMQ),
se observa una mayor cantidad de sensores reportados. Las técni-
cas electroquimicas en las que se fundamentan son CV, DPV, AdS-
DPV, SWV, AdSSWV, CV-SERS y potenciometria. Hasta ahora, para
el analisis de las drogas seleccionadas, solo se han visto sensores
del tipo electroquimico; sin embargo, Jerson Gonzalez-Hernandez
et al. elaboraron un sensor espectroelectroquimico de oro, en el
cual una corrida de CV brinda una sefal de oxidacion cuantificable
y, simultaneamente, activa la superficie del electrodo para generar
el efecto SERS requerido para identificar inequivocamente la sus-
tancia psicoactiva por espectroscopia Raman (con un aumento de
la selectividad) [101]. Por su parte, Iman Razavipanah et al. crearon
un novedoso sensor electroquimico a partir de un polimero molecu-
lar impreso sol-gel, politiramina y nanocompuestos de nanotubos
de carbono de pared multiple modificados con nanoparticulas de
oro [126]. Si bien es cierto que la preparacion de los materiales y la
construccion del sensor son procesos complejos, los resultados son
exitosos desde el punto de vista de los parametros analiticos (LOD
142 pg/mL) para cuantificar la mefedrona a muy bajas concentra-
ciones en muestras biologicas.

Los procedimientos de preconcentracion electrédica por adsorcion
suelen tener los limites de deteccion y cuantificacion muy bajos
[75], [142], tal como lo demostraron Georgios Christos Papaioan-
nou, Sophia Karastogianni y Stella Girousi al disefiar un dispositivo
configurado con un electrodo de pasta de carbono modificado con
nanoparticulas de plata recubiertas con azafran [127]. Este sensor,
ademas de contar con muy buena reproducibilidad y un amplio ran-
go lineal, tiene un limite de deteccion de 0,608 pg/mL, un valor va-
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rios 6rdenes de magnitud mas bajo que los LOD de otros estudios
por GC-MS [143] y HPLC-MS-MS [144] con los que compararon sus
resultados en muestras de orina.

Las mediciones del 4-MEC con sensores se caracterizan, hasta la
fecha, por emplear la técnica electroquimica CV. En la lista de la
Tabla 1 se aprecia un sensor espectroelectroquimico CV-SERS con
muy buena selectividad [101], un par de dispositivos a base de elec-

Moneda
1 penique

Tapa de \

trodos serigrafiados de grafito[123], [124] y un sensor particular
disefiado con una moneda de un penique [125]. En este ultimo
estudio, Fang Tan et al. emplearon una moneda britanica de acero
recubierto de cobre como electrodo indicador en una celda de po-
litetrafluoroetileno (ver Figura 7). El prototipo de muy bajo costo,
utilizado ademas para determinaciones de mefedrona, reportd el
mejor LOD (0,5 pg/mL) para la catinona sintética 4-MEC.

// Anillo de silicon

PTFE — 5 &

A

Contacto
de acero

__ Modificacion

>2 Il de PTFE
2 &
~ 17~ Cuerpode
PTFE

" Resorte de contacto

Figura 7. Diagrama de la seccion transversal de la celda ensamblada de PTFE con un
electrodo de un penique. Imagen adaptada de la referencia [125].

Al comparar las publicaciones de las siete moléculas psicoactivas
estudiadas se observa que para la determinacion electroquimica del
opioide sintético fentanilo se reporta la mayor cantidad de senso-
res. Los limites de deteccion para los distintos dispositivos van des-
de 3,36 hasta 0,001 pg/mLy la mayoria estan elaborados a partir de
electrodos de carbono vitreo y electrodos serigrafiados de carbono,
ambos con modificaciones de la superficie a partir de materiales
como liquidos idnicos [130], anticuerpos [139], 6xido de grafeno
[140], nanotubos de carbono [137], enzimas [141], estructuras or-
ganometalicas [134], entre otros.

Algunos autores proponen elementos muy versatiles para el analisis
in situ del opioide sintético. Abbas Barfidokht et al. desarrollaron
un sensor en forma de guante a partir de un electrodo SP-C flexible
modificado con MWCNT y polietilamina (ver Figura 8) [131]. Con
el guante puesto, la tecnologia lab-on-a-glove, denominada asi por
los investigadores, permite recolectar la muestra con el dedo pulgar
y analizar con el indice al juntar ambos dedos; asimismo, transmi-
te los datos de forma inalambrica a un teléfono inteligente para el

Figura 8. Descripcion general del concepto lab-on-a-glove. (A) Vista del sensor impreso
en el guante con un electroanalizador portatil. (B) Recoleccion de la muestra de fenta-
nilo en estado sélido. Figura adaptada de la referencia [131].

Entre los sensores con los mejores limites de deteccion para el fen-
tanilo (0,006 pg/mL usado en una disolucion tampdn de fosfatos)
se encuentra el dispositivo propuesto por Natalia Tokranova et al.
[139]. El inmunosensor consta de un electrodo indicador de oro
depositado sobre un sustrato de silicio poroso (MPSi) y anticuer-
pos policlonales inmovilizados sobre la superficie del oro y sobre
algunas partes del MPSi, tal como se aprecia en la Figura 10. Este
prototipo combina el uso de materiales metélicos, de materiales

analisis de la informacion. El guante selectivo para el fentanilo es
aplicable tanto en muestras en disoluciéon como en muestras séli-
das y su respuesta analitica es satisfactoriamente reproducible. No
obstante, el novedoso dispositivo presenta un LOD relativamente
alto (3,36 ug/mL) en comparacion con estudios homoélogos.

Otro de los electrodos innovadores para la determinacion de fen-
tanilo se produjo con induccion de energia laser sobre hojas de po-
liimida para crear estructuras nanoporosas de carbono [138]. Los
autores afirman que, con base en los resultados, la rugosidad de la
superficie no solo aumenta la sensibilidad, sino también la selec-
tividad al llevar a cabo el analisis en presencia de algunos agentes
cortantes como la cafeina y el 4cido ascorbico. EL LOD obtenido por
este sensor es de 0,336 pug/mLy se midi6 en muestras de suero hu-
mano enriquecidas con el opioide con la técnica SWV (Figura 9). Un
dato interesante que aportan los investigadores es que un bloque
de diez electrodos, como el que se muestran en la Figura 9, tiene un
costo de tan solo 1 USD.

Figura 9. Sensores fabricados a partir de electrodos carbonizados con laser. (A) Foto-
grafia de un conjunto de sensores sobre el sustrato de poliimida. (B) Prueba de fentani-

lo con el sensor. Imagen adaptada de la referencia [138].

con grandes areas superficiales y de moléculas de origen biologi-
co, con el proposito de aumentar su sensibilidad. Para demostrar la
efectividad de los anticuerpos, los investigadores realizaron curvas
de SWV con el dispositivo construido sobre los siguiente sustratos:
silicio, silicio poroso (MPsi) y MPSi funcionalizado con anticuerpos.
El objetivo a posteriori es desarrollar un sensor accesorio para medir
fentanilo en el sudor humano, cuyo LOD resulté ser de 11 ng/mL
en esta matriz.
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Figura 10. Representacion esquematica del inmunosensor elaborado sobre un sustrato poroso de silicio.
Los anticuerpos se inmovilizaron sobre el electrodo de trabajo de oro y en la zona entre el electrodo indica-
dory el contraelectrodo. Imagen adaptada de la referencia [139].

La revision previa de los sensores electroquimicos muestra un cam-
po de investigacion aplicada muy versatil que combina una gran
cantidad de sustratos, nanomateriales, compuestos quimicos y
biomoléculas que dan origen a dispositivos con parametros de des-
empeio analitico muy favorables para analizar sustancias psicoac-
tivas, principalmente, en muestras de origen biologico. El aumento
reciente de propuestas analiticas con nuevos sensores electroqui-
micos evidencia la relevancia de las metodologias electroquimicas,
tanto asi que se ha incrementado la oferta comercial de instrumen-
tos, electrodos y distintos accesorios electroquimicos para el desa-
rrollo de sensores disefados para analizar no solo drogas, sino una
enorme variedad de analitos en muchos tipos de matrices.

Conclusiones

Ciertas caracteristicas operacionales observadas en el desarrollo
de los sensores estudiados, tales como la capacidad de resolucion
temporal, la portabilidad de la instrumentacion, asi como los cortos
tiempos de respuesta de las técnicas electroquimicas, les conceden
ventajas sustanciales a estos dispositivos frente a otras metodolo-
gias para el andlisis preliminar de sustancias psicoactivas.

La mayoria de las modificaciones electrodicas implementadas en el
desarrollo de los sensores estan relacionadas con el uso de nano-
materiales, macromoléculas, liquidos idnicos, biomoléculas y com-
puestos organometalicos. Con estos cambios se logra: modificar el
area superficial, aumentar la capacidad de adsorcién y mejorar la
conduccion eléctrica. Los beneficios son medidos en términos del
incremento de la sensibilidad analitica y, algunas veces, de la selec-
tividad, condiciones necesarias para la determinacion de drogas en
matrices complejas.

Asi, la brecha entre los LOD que presentan los nuevos sensores y
las técnicas convencionales con deteccion de masas es cada vez
mas pequefa. En algunos estudios se reportan dispositivos elec-
troquimicos cuyos limites de deteccion y cuantificacion estan en el
mismo orden de magnitud, o incluso mas bajos, que los obtenidos
por métodos como GC-MS o HPLC-MS con valores de hasta 10° g/
mL. Aunado al hallazgo anterior, los mismos autores indican que el
costo econémico de produccion de los sensores es muy bajo; este
costo puede reducirse mas si estos sensores se produjesen en masa,
tal como sucede con muchos de ellos.

En los distintos grupos de investigacion se observa una marcada
tendencia a miniaturizar los sensores, a utilizar técnicas de serigra-
fia o impresion y a usar sustratos poco rigidos. El objetivo de es-
tos prototipos es, primordialmente, emplear los dispositivos para
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el analisis in situ como un accesorio de medicion de psicotropicos
en fluidos corporales en tiempo real. Este hecho implica requerir
cantidades de muestra cada vez mas pequenas, lo cual repercute
positivamente en la huella ecoldgica de los productos fabricados.

La factibilidad y la aplicabilidad demostradas de los métodos elec-
troquimicos por medio del desarrollo de diferentes sensores, asi
como el aumento significativo de modelos sugeridos como senso-
res en la dltima década, revelan una potencial aplicacion en cien-
cias forenses para la determinacion de una gran variedad de drogas
emergentes, principalmente en muestras de origen biologico como
la orina, el sudor, el plasma o el fluido oral. Es previsible que el in-
terés por el desarrollo de los sensores se prolongue en las siguien-
tes décadas, no solo por sus buenos resultados, sino porque ciertas
limitaciones analiticas podrian superarse con éxito en el mediano
plazo y potenciar alin mas el uso de estos dispositivos electroqui-
micos en el futuro cercano.
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Estudio computacional de
las interacciones molecula-
res entre el timol y los resi-
duos HIS41 y CYS145 pre-
sentes en el sitio activo de
la proteasa 3CLpro

Resumen

La proteina proteasa 3CLpro del SARS-
CoV-2 es una enzima crucial para la re-
plicacion viral, razon por la cual se con-
vierte en un blanco terapéutico de gran
importancia. El timol (2-isopropil-5-me-
tilfenol), un compuesto natural que se
encuentra en el tomillo (Thymus vulgaris),
exhibe potencial actividad antiviral con-
tra la proteasa 3CLpro. En este estudio,
usando acoplamiento molecular con
AutoDockTools-1.5.6, se evaluaron las
energias de interaccion molecular entre
el timol y los residuos de aminoacidos
en el sitio activo de la proteina protea-
sa 3CLpro. Luego, con la teoria cuantica
de Atomos en Moléculas (QTAIM) y la
de Interacciones no covalentes (NCI) se
analizaron los tipos de interacciones mo-
leculares entre los residuos de aminoaci-
dos identificados y el timol. Los calculos
cuanticos se llevaron con el software
Orca-5.0.3, utilizando el método DFT con
el funcional M06-2X y el conjunto base
aug-cc-pVDZ en fase gaseosa. Los resul-
tados de acoplamiento molecular indican
que el timol se une a la proteina 3CL con
una energia de interaccion igual a -3,784
kcal/mol. EL analisis QTAIM indica la pre-
sencia de puntos criticos de enlace entre
el timol y los residuos HIS41 y CYS145.
Ademas, se observa la formacién de un
enlace de hidrégeno entre el grupo OH
del timol y el residuo CYS145, lo cual es
corroborado por los analisis ELF (Elec-
tron Localization Function) y NCI (Non
Covalent Interactions). Finalmente, el
método NCI confirma la presencia de in-
teracciones de Van der Waals con el resi-
duo HIS41. Los resultados sugieren que
el mecanismo de inhibicion de la activi-
dad de la proteina 3CLpro es controlado
por interacciones moleculares tipo puen-
te de hidrégeno e interacciones débiles.

Palabras clave: Acoplamiento molecular;
enlace de hidrégeno: proteasa 3CL; resi-
duos de aminodcidos; timol.

Computational study of
the molecular interactions
between thymol and the
HIS41 and CYS145 residues
present in the active site of
the 3CLpro protease

Abstract

The protease 3CLpro of the SARS-CoV-2
is a crucial enzyme for viral replication,
becoming a highly important therapeutic
target. Thymol (2-isopropyl-5-methyl-
phenol), a naturally occurring compound
found in thyme, exhibits potential antivi-
ral activity against the 3CLpro protease.
In this study, using molecular docking
with AutoDockTools-1.5.6, the molecu-
lar interaction energies between thymol
and amino acid residues in the active
site of the protein protease 3CLpro were
evaluated. Then, with the Atoms in Mole-
cules (QTAIM) and Non-covalent Interac-
tions (NCI) theories, the types of molecu-
lar interactions between identified amino
acid residues and thymol were analyzed.
Quantum calculations were carried out
with the Orca-5.0.3 software using the
DFT method with the M06-2X functio-
nal and the aug-cc-pVDZ basis set in the
gas phase. The molecular docking results
indicate that thymol is linked to the 3CL
protein with an interaction energy equal
to -3.784 kcal/mol. QTAIM analysis indi-
cates the presence of critical binding sites
between thymol and residues HIS41 and
CYS145. In addition, the formation of a
hydrogen bond between the OH group of
thymol and the CYS145 residue is obser-
ved, which is corroborated by the ELF and
NCI analyses. Finally, the NCI method
confirms the presence of Van der Waals
interactions with the HIS41 residue. The
results suggest that the mechanism of
inhibition of the activity of the 3CLpro
protein is controlled by molecular inte-
ractions such as hydrogen bonding and
weak interactions.

Keywords: Molecular docking; hydrogen
bonding; protease 3CL; residues; thymol.

Estudo computacional das
interagdes moleculares en-
tre o timol e os residuos
HIS41 e CYS145 presentes
no sitio ativo da protease
3Clpro

Resumo

A protease 3CLpro do SARS-CoV-2 é uma
enzima crucial para a replicagdo viral, tor-
nando-se um alvo terapéutico de grande
importancia. O timol (2-isopropil-5-me-
tilfenol), um composto natural encontra-
do no tomilho, exibe potencial atividade
antiviral contra a protease 3CLpro. Neste
estudo, utilizando o docking molecular
com o AutoDockTools-1.5.6, foram ava-
liadas as energias de interagdo molecular
entre o timol e os residuos de aminoaci-
dos no sitio ativo da proteina protease
3CLpro. Em seguida, com a teoria quan-
tica de atomos em moleculas (QTAIM) e
da interacdes no-covalentes (NCI), foram
analisados os tipos de interagdes mole-
culares entre os residuos de aminoacidos
identificados e o timol. Os calculos quan-
ticos foram realizados com o software
Orca-5.0.3 usando o método DFT com o
funcional M06-2X e a base aug-cc-pVDZ
definida na fase gasosa. Os resultados
do docking molecular indicam que o ti-
mol esta ligado a proteina 3CL com uma
energia de interagao igual a -3.784 kcal/
mol. A analise QTAIM indica a presenca
de sitios de ligacdo criticos entre o timol
e os residuos HIS41 e CYS145. Além dis-
so, observa-se a formacdo de uma ponte
de hidrogénio entre o grupo OH do timol
e o residuo CYS145, o que é corroborado
pelas analises ELF e NCI. Finalmente, o
método NCI confirma a presenca das in-
teragdes de Van der Waals com o residuo
HIS41. Os resultados sugerem que o me-
canismo de inibi¢do da atividade da pro-
teina 3CLpro é controlado por interagdes
moleculares como ligagdes de hidrogénio
e interagdes fracas.

Palavras-chave: Docking molecular; Li-
gacdo de hidrogénio; protease; residuos;
timol.
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Estudio computacional de las interacciones moleculares entre el timol y los residuos HIS41 y CYS145 presentes en el sitio activo de la proteasa 3CLpro

Introduccién

El virus SARS-CoV-2 sorprendio a la humanidad por su facilidad de
transmision, cuyo mecanismo involucraba la difusion en el aire de
pequenas gotas expulsadas por las personas infectadas al respirar
o toser. Este virus altamente infeccioso fue la causa principal de la
enfermedad respiratoria denominada COVID-19 y en enero de 2020
fue declarada emergencia de salud publica por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) [1], [2]. La estructura macromolecular
del SARS-CoV-2 es compleja debido a sus diferentes componentes,
que incluyen una envoltura lipidica, ARN y ciertas proteinas [3], [4].
Estas proteinas son las responsables de unirse al receptor ACE2 de
las células humanas, lo cual provoca que el virus entre e infecte al
huésped. La enzima que desempefa un papel crucial en la replica-
cion del virus SARS-CoV-2 es la proteasa 3CL [5]. Esta proteasa fa-
cilita la hidrolisis de los enlaces peptidicos en mas de 11 sitios de la
poliproteina viral; se destacan los residuos HIS41 y CYS145 locali-
zados en el sitio activo de la proteasa 3CL [5], [6]. Ambos residuos
son criticos para la actividad catalitica de la proteasa, por lo que
pueden ser utilizados como la diana catalitica en el tratamiento del
SARS-CoV-2 [7].

El acoplamiento molecular (molecular docking en inglés) es una téc-
nica de simulacién molecular que ha permitido realizar estudios de
la interaccion molecular de compuestos quimicos con sitios acti-
vos de proteinas especificas para determinar sus propiedades far-
macéuticas [8], [9]. La interaccidon molecular efectiva entre un far-
maco y un sitio activo tiene un impacto directo en la disminucion,
la replicacion y proliferacion de virus como el SARS-CoV-2. En el
desarrollo de la pandemia, el tratamiento médico con productos na-
turales fue utilizado ampliamente como mecanismo preventivo del
SARS-CoV-2. Sin embargo, en muchos casos, la identificacion de los
compuestos activos que producian la inhibicion de la actividad de la
proteina proteasa 3CL no fue realizada. En Latinoamérica, la planta
de tomillo comtn (Thymus vulgaris) fue utilizada para el tratamiento
del COVID-19. Esta planta contiene un aceite esencial formado por
compuestos organicos mezclados con propiedades antibacterianas,
antifingicas y antiviricas [10]. Para este aceite esencial obtenido del
tomillo, el timol (2-isopropil-5-metilfenol) corresponde a una de
las especies mas importantes presentes en este aceite, con el cual se
logro una recuperacion favorable de pacientes con el padecimiento
del COVID-19 (ver Figura 1). En otros estudios, la actividad de este
compuesto fue evaluada y comparada con otros productos natura-
les como el carvacrol y la bis-demetoxi-curcumina [11]-[13]. En es-
tos estudios, el timol mostr6 una buena actividad inhibidora, la cual
estuvo asociada a su efectivo enlazamiento con la transmembrana
proteasa serina 2 [12].

En el contexto planteado, para este trabajo se determinaron las
energias de interaccion molecular entre el timol y los residuos de
aminoacidos presentes en el sitio activo de la proteasa 3CL median-
te acoplamiento molecular. A la vez, usando la teoria de atomos en
moléculas (QTAIM por sus siglas en inglés) en combinacién con la
teoria de interacciones no covalentes (NCI por sus siglas en inglés),
se analizaron los tipos de interacciones moleculares presentes entre
los residuos de aminoacidos identificados y el compuesto organico
2-isopropil-5-metilfenol. Asi mismo, otros estudios de acoplamien-
to molecular han sugerido que este compuesto quimico puede inte-
ractuar con el sitio activo de la proteasa 3CL, especialmente con los
residuos HIS41 y CYS145 [14]-[16]. Por lo tanto, la evaluacion de
los tipos de interacciones moleculares presentes entre estos resi-
duos de aminoacidos y el timol es de gran importancia farmacéutica
para comprender a nivel molecular el mecanismo de inhibicion de
este sitio activo presente en la proteina proteasa 3CL.
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Figura 1. Planta de tomillo comin (Thymus vulgaris).

Materiales y métodos

Preparacion de la proteina proteasa 3CL y el compues-
to timol (2-isopropil-5-metilfenol)

La estructura molecular de la proteasa 3CL fue obtenida de la base
de datos RSCB (Research Collaboratory for Structural Bioinforma-
tics, PBD ID: 6LU7) en formato Protein Data Bank (PDB) [4]. Para
preparar la proteasa 3CL para el acoplamiento molecular, se elimi-
naron las moléculas de agua y el inhibidor N3 utilizando el progra-
ma Chimera-1.16 [17]. La estructura resultante se guardé en for-
mato PDB y se utilizé para realizar el acoplamiento molecular con
el programa AutoDock Tools-1.5.6 [18]. Por otro lado, la estructura
molecular del timol se obtuvo de la base de datos PubChem (ht-
tps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) [19]-[21] en formato SDF. Para
optimizar la estructura molecular del timol, se utilizé el programa
Avogradro-1.2 [22] empleando el campo de fuerza MMFF94 [23].
Finalmente, las geometrias optimizadas se guardaron en formato
*.mol2 para su uso en el acoplamiento molecular.

Acoplamiento molecular

Para el acoplamiento molecular se utilizaron los programas Auto-
Dock-4.2.6 y AutoDock Tools-1.5.6 [18]. Se agregaron los hidro-
genos esenciales y las cargas de Kollman a la proteina, y las cargas
de Gasteiger al ligando utilizando AutoDock Tools-1.5.6 [18]. El
sitio utilizado como objetivo para el acoplamiento molecular fue
el que contiene los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL.
Se coloco una celda de 40 A de longitud usando las coordenadas
XYZ: -10,977; 16,402; 67,709. Ademas, se utilizaron los parame-
tros del algoritmo genético [24] para realizar el acoplamiento mo-
lecular, utilizando 50 conformaciones y repitiendo el acoplamiento
por triplicado. La energia de interaccion molecular y la constante de
inhibicion se determinaron a partir de la conformacién con la menor
energia del complejo proteina-ligando.

Cdlculos cudnticos

Todos los calculos cuanticos fueron realizados utilizando el progra-
ma Orca-5.0.3 [25], [26]. Los calculos de energia se hicieron con el
funcional M06-2X//aug-cc-pVDZ en fase gaseosa para la molécula
de timol con los residuos de la proteasa 3CLpro (HIS41y CYS145).
Ademas, se evaluaron las interacciones moleculares entre el com-
puesto y los residuos utilizando la Teoria Cuantica de Atomos en
Moléculas (QTAIM) [27], [28], la funciéon de localizacion de elec-
trones (ELF) [29], el método de gradiente reducido de la densidad
(RDG por sus siglas en inglés) [30], [31] y el modelo de gradiente
independiente basado en la particion de Hirshfeld (IGMH) [32]. Por
ultimo, los calculos de QTAIM, ELF, RDG e IGMH se realizaron con
el programa Multiwfn-3.8 [33] empleando los archivos *.wfn gene-
rados con el mddulo orca_2aim.

Resultados y discusién
Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se ha convertido en una herramienta
valiosa para investigar la interaccion entre una proteina y un com-
puesto denominado ligando, lo que la hace dtil en el descubrimien-
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to y disefio de farmacos [8], [9]. En este estudio se utiliz6 el método
de acoplamiento molecular para evaluar la interaccion entre la pro-
teasa 3CL del SARS-CoV-2 y el timol, con el objetivo de determinar
la energia de unién del complejo proteina-ligando y su constante
de inhibicion. Los resultados del estudio muestran que el timol se
une con la region activa de la proteasa con una energia de unién de
-15,833(0,017) kJ/moly una constante de inhibicion de 1,29 (0,06)
mM. Ademas, se observa la interaccion molecular del timol con seis
residuos de aminoacidos de la proteina: HIS41, LEU141, GLY143,
SER144, CYS145 y HIS163 (ver Figura 3) mediante interacciones
tipo enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofébicas.

J
Figura 2. Acoplamiento molecular del timol con los residuos HIS41y CYS145 de la

proteasa 3CL del SARS-COV-2.
His163

Cysl45 ¢

Gly 14%
] 1o
His4[|%
Timol

Figura 3. Interaccion proteina-ligando de la proteasa 3CL con timol generado con el
programa Ligplot+ v2.2.8.

Desde el punto de vista energético, la interaccion molecular del ti-
mol en el sitio activo es mas favorable comparado con compuestos
sintéticos como el Paritaprevir y el Simeprevir que mostraron valor
de energia de interaccion de -8,80 kJ/mol y 8,78 kJ/mol, respecti-
vamente [16]. Del mismo modo, el timol muestra un valor de cons-
tante de inhibicién mayor a los reportados para estos compuestos
(0,36 uM para el Paritapreviry 0,37 uM). Sin embargo, estos valores
sugieren una mayor concentracion de timol para inhibir el sitio ac-
tivo.

Los residuos HIS41, LEU141, GLY143, SER144, CYS145 y HIS163
corresponden a los aminoacidos que conforman uno de los sitios
activos de la proteasa 3CL del SARS-CoV-2. La presencia de los re-
siduos HIS41, GLY143 y HIS163 es esencial para la actividad enzi-
matica de la proteasa, mientras que el residuo LEU141 contribuye
a la especificidad de los sustratos y la eficacia de los inhibidores
[2], [34], [35]. Por su parte, el residuo SER144 actla como nucleo-
filo en la reaccién de hidrélisis de los sustratos. Por tltimo, el resi-

duo CYS145 forma un enlace disulfuro con otro residuo de cisteina
para estabilizar la estructura de la proteasa [36]. En general, estos
residuos desempenan un papel fundamental en la replicacion del
virus y son importantes para el desarrollo de terapias antivirales.
Al observar la figura 3 podemos ver la formacion de un enlace de
hidrégeno entre el oxigeno del timol y el residuo CYS145 (distancia
igual a 1,913 A), lo que sugiere que este ligando es especifico para
la inhibicion de la proteasa 3CLpro del SARS-CoV-2.

Andlisis QTAIM

La Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas (QTAIM) desarrollada
por Bader [27], [28] es una herramienta muy Gtil para comprender
la estructura quimica y la reactividad a partir de la densidad electro-
nica (p(r)), y también es utilizada para el analisis de interacciones no
covalentes. La existencia de puntos criticos de enlace (BCP) entre
los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CLpro con el timol
sugiere la presencia de varias interacciones moleculares (ver Figura
4). Entre estas interacciones, las mas destacadas son los enlaces de
hidrégenos y las interacciones dispersivas tipo Van der Waals. La
Tabla 1 muestra los parametros topologicos evaluados. El signo del
valor del Laplaciano de la densidad electrdnica (V?p(r)) permite eva-
luar el comportamiento de la densidad electrénica en el punto criti-
co de enlace, y la densidad de energia total (H(r)) permite evaluar la
estabilidad de la interaccion molecular [37], [38]. Estos valores son
reportados en unidades atomicas (u.a.).

111 -
Figura 4. Grafos moleculares de los residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL
con el timol.

El analisis de los puntos criticos de enlace (BCP) permite identifi-
car la naturaleza de la interaccion molecular. Inicialmente, entre
el timol y el residuo HIS41 se observa la formacién de un punto
critico de enlace (BCP: 98) con un valor del Laplaciano electronico
de 0,0601 u.a. y una densidad de energia total igual a -0,0004 u.a.
El Laplaciano electronico al ser positivo indica una acumulacion de
densidad electroénica en el punto critico, la cual es tipica de enla-
ces covalentes. A su vez, este valor de H(r) indica una interaccion
molecular débil con una densidad electronica a lo largo de la ruta
de enlace baja (ver Figura 5) [28], [39], [40]. Esto sugiere que la in-
teraccion molecular, aunque presenta caracteristicas covalentes, se
asemeja mas a una interacciéon molecular hidrégeno-hidrégeno muy
débil entre estas moléculas [41].

Tabla 1. Parametros topoldgicos obtenidos para la interaccion entre el timol y la proteasa 3CL en unidades atomicas (u.a.).

Residuos Atomos involucrados Punto critico (ﬁ .(2) 2’:(;) (ﬁ‘(:) (\l:.(:) (:'(:)
HI1S41 R(N11-H12), L(H54-C30) 98 0,0212 0,0601 0,0155 -0,0159 -0,0004
R(S19), L(C24) 76 0,0101 0,0308 0,0063 -0,0050 0,0014
R(N13-H14)---L(027) 111 0,0259 0,1036 0,0232 -0,0204 0,0027
CYs145 R(C18-H43), L(027) 113 0,0096 0,0319 0,0074 -0,0068 0,0006
R(C18-H43), L(H52-C30) 123 0,0041 0,0142 0,0028 -0,0020 0,0008

R: residuo, L: ligando.
u.a: Unidades atémicas.
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Figura 5. Mapa de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica en el punto
critico 98 (isovalor = 0,05).
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Figura 6. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electronica en el punto
critico de enlace 111y 113 (isovalor = 0,05).

Por su parte, en la interaccion molecular entre el timol y el residuo
CYS145 se observan cuatro puntos criticos de enlace (BCP: 76, 111,
113y 123). Todos estos puntos criticos presentan valores positivos
de Laplaciano (V2p(r) > 0), lo cual es indicativo de una dispersion
de la densidad electronica a lo largo de la ruta de enlace. Adicional-
mente, los valores de energia total (H(r) > 0) positivos son carac-
teristicos de interacciones de capa cerrada (closed-shell en inglés),
es decir, interacciones tipo enlaces idnicos, enlaces de hidrogenos
y Van der Waals. Los valores del Laplaciano electronico y la energia
total en el punto critico de enlace 111 confirman una interaccion
molecular efectiva entre el timol y el residuo CYS145 del tipo de
enlace de hidrogeno. Como se puede observar en la Figura 6, la den-
sidad electrénica del oxigeno asociada a los pares libres de electro-
nes se orienta hacia el atomo de hidrégeno. Ademas, se observa la
formacion de un punto critico de enlace entre el oxigeno del timol
y el grupo -CH de la CYS145 (ver representacion en la Figura 6). La
magnitud de la energia total sugiere una interaccion débil, del tipo
Van der Waals. En este caso, el atomo de hidrégeno del grupo -CH
actlia como un aceptor de electrones provenientes del atomo de
oxigeno. Sin embargo, la naturaleza débil de este enlace se debe a la
falta de un enlace covalente directo entre el hidrégeno y el oxigeno
[42],[43]

10,6947,

so14 /

0.00 = —
0,00 1.64 329 493 6.58 8.22 9.87 11.51
Lengih unit: Botr

Figura 7. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica en el punto
critico de enlace 76 (isovalor = 0,05).
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Adicionalmente, se observa la formacién de un punto critico de en-
lace entre el 4tomo de azufre del residuo CYS145 y un carbono del
anillo aromatico del timol (ver representacion en la Figura 7). Los
valores del Laplaciano electrénico y de la energia total sugieren una
interaccion covalente o parcialmente covalente de capa cerrada,
debido a que los anillos aromaticos tienen densidades electronicas
altas como consecuencia de la deslocalizacion electronica. Este he-
cho puede afectar la naturaleza y la fuerza de la interaccion entre el
atomo de azufre S19 y el dtomo de carbono C24. Por otra parte, se
observa la formacién de un punto critico de enlace entre un grupo
-CH del timol y otro -CH del residuo CYS145 (ver Figura 8); este tipo
de interaccion es conocida como enlace de dihidrégeno y es muy
similar al enlace de hidrégeno convencional, pero existe una fuerte
interaccion electrostatica entre los atomos de hidrégenos con car-
gas parciales opuestas. Ademas, existe una contribucién de fuerza
de atraccion de Van der Waals [44], [45]. EL valor del Laplaciano
electrdnico obtenido de 0,0142 u.a. se encuentra dentro del rango
reportado para este tipo de interacciones intermoleculares (0,014-
0,139 u.a.) [46].

11.54 L
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9.89

6,594 |

4.95

330

165
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0.00 1.57 313 4.70 6.27 7.83 9.40 1097
Length unit: Bohr

Figura 8. Mapas de contorno del Laplaciano de la densidad electrénica CYS145 en el
punto critico de enlace 123 (isovalor = 0,05).

Funcién de localizacién de electrones

La funcion de localizacion de electrones (ELF) es una herramienta
atil para determinar la probabilidad de localizar pares de electro-
nes. Ademas, ayuda a comprender el comportamiento de los elec-
trones en un sistema molecular. En esta parte, el método ELF fue
utilizado para el estudio de las interacciones entre el timol y los
residuos HIS41 y CYS145 de la proteasa 3CL del virus SARS-CoV-2.
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Figura 9. Mapa de contorno de la funcion de localizacion de electrones (isovalor =
0,85) para el H54 del timol con los atomos N14 y H12 del residuo HIS41.

En la Figura 9 se muestra el mapa ELF para la interaccion molecular
entre el timol y el residuo HIS41 en el plano para los dtomos H54,
H12 y N14. Este mapa revela zonas de color rojo asociadas a un
caracter covalente, lo cual indica una alta localizacion de electrones,
caracteristica de un enlace covalente, lo que se correlaciona con lo
obtenido por el analisis QTAIM.
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Figura 10. Mapa de contorno de la funcién de localizacion de electrones (isovalor =
0,85) para el timol con los atomos S19y H14 de la CYS145.

Por su parte, en la Figura 10 se presentan los mapas ELF para la
interaccion entre el timol (dtomos C24 y 027) y el residuo CYS145
(atomos S19 y H14). En ambos casos se puede observar que los
pares libres de electrones participan en la interaccion molecular,
tanto para el atomo de azufre (519) como para el atomo de oxigeno
(027). Los pares de electrones libres del oxigeno estan orientados
hacia el atomo de hidroégeno del grupo amino de la CYS145. Este
comportamiento es caracteristico para la formacion de un enlace
de hidrégeno. Finalmente, para el atomo de carbono se observa que
la distribucion electrénica esta influenciada por la naturaleza del
anillo aromatico.

......

0,85) para el timol con el &tomo H43 de la CYS145.

En la Figura 11 se observan los mapas ELF para el timol (dtomos
027 yH52) con el residuo CYS145 (atomo H43). En ambos casos se
muestra que el atomo de hidrogeno del residuo CYS145 interviene
en ambas interacciones moleculares. Adicionalmente, se observan
zonas de alta concentracion electrénica (color rojo) entre el hidro-
geno H52 del timol y el H43 del residuo CYS145 caracteristico de
una interaccion estérica no covalente hidrégeno-hidrogeno, lo cual
corrobora lo observado para el Laplaciano electrénico en la Figura 8
con la presencia de un punto critico de enlace entre el H52 del timol
y el H43 del residuo CYS145 [41].

Método de gradiente reducido de la densidad (RDG)

En el andlisis de interaccién no covalente, uno de los métodos mas
utilizados es el gradiente reducido de la densidad (RDG por sus si-
glas en inglés); este método fue desarrollado por Johnson et al. [30],
[31]y permite obtener la representacion de las interacciones de en-
laces de hidrogenos (H-B), Van der Waals (VdW) y efectos estéri-
cos (E.E.). Adicionalmente, este método distingue las interacciones
débiles como areas de baja densidad electrdnica y bajos gradientes
de densidad reducida, por lo cual a partir de la isosuperficie RDG
podemos identificar las diferentes regiones de interaccion intermo-
lecular simplemente examinando sus colores [47]. En el grafico 2D
de la Figura 12, la zona azul indica la presencia de interacciones no
covalentes fuertes y atractivas como los enlaces de hidrogenos, la
zona roja sefala la presencia de interacciones repulsivas como efec-
tos estéricos y la zona verde muestra la presencia de interacciones
débiles como interacciones débiles de Van der Waals.

En la Figura 12 se observa una isosuperficie de color azul ubica-
da entre el atomo de oxigeno del timol y el grupo N-H del residuo
CYS145, lo cual indica la presencia de un enlace de hidrégeno. Por
su parte, los valores de signo (4,)p permiten determinar la natura-

RDG (au)

signiigle (a.u)

Atraccitn fuerte: Interacciones Repulsidn fuerte
Enlaces de hidrogeno ~ Van der Waals Efectos estéricos C YS] 45

Figura 12. Grafico 2D e isosuperficie de gradiente reducido de la densidad (isovalor
= 0,85) para la interaccion del timol con los residuos HIS41y CYS145 de la proteasa
3CL del SARS-CoV-2.

leza de las interacciones moleculares. Aqui se observd que el enlace

de hidrégeno (H-B) estd comprendido entre -0,030 u.a. <signo(4))
p <-0,020 u.a., mientras que las interacciones moleculares de Van
der Waals (isosuperficie de color verde), en un rango entre -0,010
u.a. <signo (A,)p < 0,010 u.a. Ademas, las isosuperficies de color
rojo indican el efecto estérico que se encuentra en el anillo aroma-
tico del timol, lo que resulta en una fuerte repulsion. Estas interac-
ciones repulsivas se observaron dentro de 0,020 u.a. <signo (4,)p
< 0,030 u.a.

Modelo de gradiente independiente basado en la parti-
cion de Hirshfeld (IGMH)

El modelo de gradiente independiente basado en la particion de Hir-
shfeld (IGMH) permite calcular la densidad electronica y el gradien-
te de la densidad electrénica de una molécula, basado en la parti-
cion de Hirshfeld, el cual consiste en dividir la densidad electrénica
de la molécula en fragmentos atémicos [32], [47]. Adicionalmente,
con este modelo se pueden visualizar y cuantificar las interacciones
intermoleculares e intramoleculares. De alli, la importancia para el
estudio de las interacciones entre el timol y los residuos HIS41 y
CYS145. Uno de los parametros por obtener a través de este mo-
delo es el indice intrinseco de la fuerza de enlace para interacciones
débiles (IBSIW) que permite cuantificar las fuerzas de las interaccio-
nes formadas [48].

CYS145 @) * (0)”
Figura 13. Isosuperficie IGMH para la interaccion entre el timol y los residuos HIS41
y CYS145 de la proteasa 3CLpro.

Tabla 2. indices intrinsecos de la fuerza de enlace obtenidos para las interacciones
entre el timol y los residuos.

Residuos Atomos involucrados # IBSIW (u.a.)
HIS41 R(N11-H12), L(H54-C30) @ 1,2848
R(S19), L(C24) (b) 0,4984
CYS145 R(N13-H14), L(027) (© 1,6519
R(C18-H43), L(027) (d) 0,4317

R: residuo, L: ligando.
Como se puede observar en la Figura 13, el analisis IGMH revela
cuatro interacciones entre el timoly los residuos de la proteasa 3CL.
Las zonas de color azul revelan una alta concentracion de densidad
electrdnica caracteristica de enlaces de hidrogeno; por su parte, las
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zonas de color rojo sefialan una baja densidad electrénica. Los valo-
res de IBSIW permiten ordenar en funcién de la fuerza de la interac-
cion; el enlace de hidrégeno formado entre la CYS145 y el timol es
el de mayor magnitud, lo cual indica una fuerte interaccion.

Conclusiones

Se emplearon métodos computacionales para analizar las interac-
ciones moleculares entre el timol y los residuos clave en el sitio ac-
tivo de la proteasa 3CL del SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos a
través del acoplamiento molecular revelaron que el timol se une al
sitio activo de la 3CLpro, con una energia de interaccion de -3,784
kcal/mol y una constante de inhibicion de 1,29 mM. El mapeo de
las interacciones mostro la formacion de enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas con los residuos de aminoacidos HIS41,
LEU141, GLY143, SER144, CYS145 e HIS163.

Asimismo, se caracterizaron las interacciones moleculares entre el
timol y los residuos HIS41 y CYS145 utilizando las teorias QTAIM,
ELF, RDG e IGMH. Estas teorias permitieron identificar la presencia
de enlaces de hidroégeno y otras interacciones no covalentes. El ana-
lisis QTAIM mostré puntos criticos de enlace y la existencia de un
enlace de hidrégeno entre el grupo OH del timoly el residuo CYS145
con valores de Laplaciano y densidad de energia total de 0,01036 y
0,0027 u.a. Ademas, ELF revel6 como los pares de electrones libres
en el oxigeno se orientan hacia el hidrogeno en CYS145, lo que fa-
vorece la formacion del enlace de hidrogeno.

Finalmente, los analisis de RDG e IGMH para las interacciones no
covalentes confirmaron la presencia de la formacion del enlace de
hidrégeno entre el timol y la CYS145 y la presencia de interacciones
del tipo Van der Waals con la HIS41. Adicionalmente, en la forma-
cion de estas diversas interacciones el timol puede unirse de forma
efectiva con los residuos CYS145 y HIS41 localizados en la region
activa de la proteasa 3CLpro.
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Sintesis de tioureas con
isoniacida y niacida es-
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bacterias Gram +y Gram -

Synthesis of thioureas
with structural isoniazid
and niazid: test against
Gram + and Gram - bac-
teria

Sintese de tioureias com
isoniazida e niazida estru-
turais: teste contra bacté-
rias Gram + e Gram -

Resumen

Abstract

Resumo

Se sintetizaron los compuestos N-(2-ni-
cotinoilhidrazina-1-carbonotioil)benza-
mida (H3L1) y su isémero N-(2-isonicoti-
noilhidrazina-1-carbonotioil)benzamida
(H3L2) tipo N, S, O dadores, por reaccion
del isotiocianato de benzoilo con la hi-
dracida nicotinica y la isoniacida, res-
pectivamente. Los compuestos H,L1 y
H,L2 fueron caracterizados por "H-RM-
N,?C-RMN, FT-IR y analisis elemental.
Se realizo el analisis computacional uti-
lizando las funciones de Fukui para de-
terminar las razones por las cuales no se
formaron los 1,2,4-triazoles. Se hicieron
pruebas preliminares de los compuestos
sintetizados frente a Staphylococcus au-
reus (Gram+) y Escherichia coli (Gram-). Se
demostré importante actividad frente a
las bacterias mencionadas.

The compounds N-(2-nicotinoylhydra-
zine-1-carbonothioyl)benzamide (H3L1)
and its isomer N-(2-isonicotinoylhydra-
zine-1-carbonothioyl)benzamide (H3L2)
type N, S, O donors, by reaction of ben-
zoyl isothiocyanate with nicotinic hydra-
zide and isoniazid respectively were syn-
thesized. The H,L1 and H,L2 compounds
were characterized by 'H-NMR, *C-NMR,
FT-IR and elemental analysis. Computa-
tional analysis using the Fukui functions
were performed to determine the reasons
why the 1,2,4-triazoles were not formed.
Preliminary tests of the synthesized com-
pounds were carried out against Staphylo-
coccus aureus (Gram+) and Escherichia coli
(Gram-), having demonstrated significant
activity against such bacteria.

Os compostos N-(2-nicotinoilhidrazi-
na-1-carbonotioil)benzamida (H3L1) e
seu isdmero N-(2-isonicotinoilhidrazi-
na-1-carbonotioil)benzamida foram sin-
tetizados. (H3L2) doadores tipo N, S, O,
por reagdo de isotiocianato de benzoila
com hidrazida nicotinica e isoniazida,
respectivamente. Os compostos H.L1 e
H,L2 foram caracterizados por 'H-NMR,
BC-NMR, FT-IR e andlise elementar. A
analise computacional usando as fun¢des
de Fukui foi realizada para determinar as
razdes pelas quais os 1,2,4-triazbis nao
foram formados. Testes preliminares dos
compostos sintetizados foram realizados
contra Staphylococcus aureus (Gram+) e Es-
cherichia coli (Gram-), tendo demonstrado
atividade significativa contra as referidas
bactérias.

Palabras clave: compuesto N, S, O dador;
benzoiltioureas; DFT; funciones de Fukui.

Keywords: N, S, O donor compound; ben-
zoylthioureas; DFT; Fukui functions.

Palavras-chave: composto doadorN, S, O;
benzoiltioureias; DFT; fun¢des de Fukui.
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Introduccién

La isoniacida es uno de los principales farmacos utilizados como
parte del tratamiento actual de la tuberculosis bajo las recomenda-
ciones dadas por la OMS [1]. Por otro lado, su isémero, la niacida, ha
demostrado propiedades antiinflamatorias, analgésicas y anticon-
vulsivantes [2].

Por medio de la reaccion del grupo NH, terminal de la niacida y la
isoniacida con diferentes tipos de isotiocianatos ha sido posible sin-
tetizar diversas tiosemicarbazidas, las cuales han sido utilizadas en
la formacién de compuestos heterociclicos como los 1,2,4-triazoles
con un amplio espectro de actividad bioldgica [3], [4]. La sintesis de
estos compuestos puede darse por medio de la ciclacion esponta-
nea de su tiosemicarbazida respectiva, o ciclandolos por accion de
bases como NaOH, NaOEt o Na,CO, [5], [6].

Las benzoiltioureas han ganado especial atencion en los Gltimos
aios, debido a su utilidad como ligandos en la formacién de com-
plejos con metales de transicion, reactivo de partida en la sintesis
de compuestos heterociclicos y por exhibir una amplia actividad
biologica; se destaca su actividad antiviral, antimicrobiana y tuber-
culostatica [7], [8].

Se ha demostrado que la inclusion de restos tipo 1,2,4-triazoles y
1,2,3-tiadiazoles en la estructura de las tioureas ha tenido una im-
portante actividad como agente antituberculoso y antimicrobiano
[9]. Los derivados que contienen restos ciclobutil y 1,3-oxazoles
han mostrado alta y mejorada actividad inhibidora frente a un ais-
lado clinico Mycobacterium multidrogorresistente [10]. El uso de la
teoria del funcional de densidad (DFT) basada en la quimica cuanti-
ca proporciona una herramienta muy importante para la investiga-
cion de nuevos compuestos sintetizados. El uso de los descriptores
de reactividad local, tales como la funcién de Fukui, ha demostrado
que es posible predecir con gran exactitud la reactividad local de las
moléculas analizadas y determinar si existe posibilidad de un orde-
namiento intramolecular (ciclacion) debido a la presencia de zonas
de alta susceptibilidad a ser atacadas cercanas a un grupo altamen-
te reactivo; esto contribuye con proporcionar un sustento teérico a
lo que ocurre experimentalmente [11]-[15]. Se debe precisar que
las referencias 11y 15 contienen detalles sobre la sintesis de los
compuestos N-(2-nicotinoilhidracina-1-carbonotioil)benzamida y
N-(2-isonicotinoilhidracina-1-carbonotioil)benzamida y sus com-
plejos metalicos de cobre y niquel.

Teniendo en cuenta las mejoras de la actividad biolégica por la
modificaciéon estructural de las tioureas, se han obtenido nuevos
compuestos que contienen en una misma estructura molecular a la
benzoiltiourea, la niacida y la isoniacida, con la finalidad de poten-
ciar las propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y tubercu-
lostaticas de estas. En ese sentido, el objetivo del presente trabajo
es sintetizar y caracterizar dos nuevos ligandos, N, O y S dadores
derivados de la benzoiltiourea, la isoniacida y la niacida, evaluar
preliminarmente las actividades antimicrobianas de los ligandos
obtenidos y utilizar las funciones de Fukui como descriptor de la
reactividad local con el fin de determinar las zonas de reactividad y
dar un sustento teodrico a la ausencia de ciclacion intramolecular en
los ligandos sintetizados.

Materiales y métodos

Los reactivos utilizados en la sintesis fueron: cloruro de benzoilo,
Merck (Alemania), para sintesis; tiocianato de potasio, Merck (Ale-
mania), para sintesis; acetato de cobre (II) monohidratado, Merck
(Alemania), para sintesis; acetato de niquel (I1) hexahidratado, Sig-
ma-Aldrich (EE. UU.), para sintesis; isoniacida, Sigma-Aldrich, (EE.
UU.), grado analitico, > 99%(TLC); hidracida nicotinica, Sigma-Al-
drich (EE. UU.), grado analitico, > 97%(TLC). Los solventes: metanol
JT, Baker® ACS (EE. UU.); acetona JT, Baker® ACS; éter etilico JT,
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Baker® ACS (EE. UU.); cloroformo JT, Baker® ACS (EE. UU.); etanol
JT, Baker® ACS (EE. UU.), fueron secados antes de utilizarlos.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotometro
modelo Nicolet™ iS™ 10 FTIR Spectrometer, marca Thermo Scienti-
fic™ (EE.UU). Se prepard la pastilla de bromuro de potasio utilizan-
do 1 mg del compuesto en 10 mg de KBr a temperatura ambiente
20 °C, luego la lectura se realizo en los intervalos de 4000 a 400
cm™.
Los espectros de los compuestos "H-RMN, *C, APT, DEPT, COSY,
HSQC, HMBC se obtuvieron de un espectrometro marca Agilent,
modelo Varian Mercury 400 plus (EE. UU.), tomado a 400 MHz
para 'H y 100 MHz para "*C utilizando DMSO-d_ como solvente a
temperatura del ambiente (20 °C). Los compuestos estudiados fue-
ron recristalizados previamente en etanol y secados a temperatura
ambiente. Estas muestras purificadas se enviaron a la Universidad
de Leipzig para la obtencion de sus espectros por técnicas unidi-
mensionales (C, H) y bidimensionales. De igual manera, las mues-
tras purificadas sirvieron para realizar el analisis elemental en un
analizador elemental, marca Perkin Elmer®, modelo 2400 Series 1|
CHNS/O Elemental Analysis (EE. UU.), de la Universidad de Leipzig.

Sintesis de los compuestos

Sintesis del compuesto N-(2-nicotinoilhidraci-
na-1-carbonotioil)benzamida (H,L1)

Se adicionaron 0,7 mL (6 mmol) de cloruro de benzoilo (PhCOCL)
a una suspension de 0,6 g (6 mmol) de tiocianato de potasio y 10
mL de acetona. La mezcla se dejo en reflujo a 56 °C durante 2 h con
vigorosa agitacion. Luego se enfrid y el precipitado de KCl se separd
por filtracion lavandolo con acetona caliente. La disolucion obteni-
da se dejo enfriar en hielo a aproximadamente 10 °C.

En un vaso de 100 mL se depositaron 0,8 g (6 mmol) de niacina,
a lo que se afadio la mezcla fria de isotiocianato de benzoilo y se
dejo en reflujo a 56 °C por 4 h. La mezcla se dejo enfriar y luego se
agrego este contenido en un vaso que contenia una mezcla de 10
mL de etanol con 0,07g de NaOH, la que se sometio a reflujo por 8
h a 56 °C; se observo la aparicion de un precipitado amarillo que fue
lavado con etanol frio y acidificado con HCl diluido. El precipitado
cristalino blanco se filtré y lavo en etanol. EL compuesto se recrista-
liz6 en etanol y se obtuvo un rendimiento del 68%. Punto de fusion:
200-202 °C; masa molecular: 300,34 g/mol.

Andlisis elemental calculado para: C,,H ,N,0.S: C (55,99%), H

(4,03%),N (18,65%), S (10,68%). Encontrado: C (55,36%), H (4,09%),
N (18,32%), S (10,53%).

FT-IR (cm™"): 3241 (N-H); 3067 (C-H__ . ); 1653 (C=0
(C=Ohidracida); 1026 (anillo piridina); 876 (C=S).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): § (ppm): 12,34 (s, TH, 'N-H); 11,78
(s, TH, 2N-H); 11,34 (s, TH,?N-H); 7,64 (J = 4Hz, d, 2H, Ar-H); 7,55
(J = 6Hz t, 3H, Ar-H); 7,98(J = 4Hz, d, 2H, Ar-H); 9,08 (s, TH, Py-H);
8,79 (J = 4Hz, d, TH, Py-H); 8,27 (J = 4Hz, d, TH, Py-H); 7,59 (J =
8Hz, t, TH, Py-H).

); 1668

tiourea

"*C{'"H}-APT-RMN (100 MHZ, DMSO-d,) & (ppm): 181,3 (C=S);
168,1 (C=0,,_); 163,7 (C=0,, ) 132,2 (ipso-Phc=0): 1284
(ipso-Pyc=0); 153,0 (o0-ipso-N-Pyc=0); 149,0 (o-ipso-Pyc=0); 135,9
(0- ipso-Pyc=0); 133,6 (p- ipso-Phc=0); 129,2 (2C, o- ipso-Phc=0);
128,9 (2C, m-ipso-Phc=0); 124,1 (m- ipso-Pyc=0).

Sintesis del compuesto N-(2-isonicotinoilhidracina-
1-carbonotioil)benzamida (H3L2)

En un baldn de dos bocas se agregd 1 g (10 mmol) del reactivo tio-
cianato de potasio (KSCN) y 1,20 mL (10 mmol) de cloruro de ben-
zoilo; se utiliz6 como solvente acetona anhidra (20 mL). La mezcla
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se dejo en reflujo a 60 °C y agitacion continua por dos horas; se se-
paré luego por filtracion el precipitado de cloruro de potasio (KCL)
formado. La solucion de isotiocianato de benzoilo en acetona resul-
tante fue dejada en reposo.

Se prepard una suspension de 1,12 g (8 mmol) de isoniacida en
acetona, la cual se agrego a la solucion amarilla de isotiocianato de
benzoilo y se obtuvo una suspension amarilla palida, que se dejo
en agitacion continua a temperatura ambiente durante 24 h, luego
de las cuales se separé por filtracion un precipitado blanco que se
lavé varias veces con acetona fria. EL compuesto resultante fue fi-
nalmente recristalizado en etanol absoluto y se obtuvieron cristales
clibicos blancos con un rendimiento del 60%. Punto de fusion: 207-
208 °C; masa molecular: 300,34 g/mol.

Analisis elemental calculado para: C,H,NOS: C (55,99%),

H(4,03%), N (18,65%), S (10,68%). Encontrado: C (55,72%), H
(4,03%), N (18,40%), S (10,70%).

FT-IR (cm™): 3216 (N-H); 2974 (C-H
900 (C=5).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): 6 (ppm): 12,31 (s, TH, 'N-H); 11,80
(s, TH, 2N-H); 11,44 (s, TH, 3N-H); 7,99 (J = 4Hz, d, 2H, Ar-H); 7,67
(J = 6Hz t, 3H, Ar-H); 8,80 (d, 2H, Py-H); 7,82 (J = 4Hz, d, 2H, Py-H);
7,55 (J = 8Hz, t, TH, Ar-H).

); 1680 (C=0 );

aromatico’ tiourea’hidracina

3C{'"H}-DEPT-RMN (100 MHZ, DMSO-dG) 6 (ppm): 181,5 (C=S);
168,1 (C=0,,, ..); 163,6 (C=0,_); 139,7 (ipso-Pyc=0): 133,6 (ip-
so-Phc=0); 150,9 (o-ipso-N-Pyc=0); 121,9 (m-ipso-Pyc=0); 128,9
(2C, 0-ipso-Phc=0); 132,3 (p- ipso-Phc=0); 129,4 (2C, m-ipso-Phc=0).

Estudio preliminar de enfrentamiento microbiano

Los analisis de eficacia antimicrobiana contra Escherichia coli(bac-
teria gram-negativa) con cepa tipo ATCC 11229 y Staphylococcus
aureus (bacteria gram-positiva) con cepa tipo ATCC 6538, de los
compuestos H.L1 y H.L2, fueron realizados por el método AOAC
Oficial Methods of Analysis (Use-Dilution Method (2) Official Final
Action), el cual proporciona las diluciones adecuadas y los tiempos
de exposicion para evaluar la eficacia del candidato a desinfectante.

La evaluacion se realizé tomando cantidades entre 46 y 147,5 mg
de los compuestos en 6 mL de DMSO sobre un in6culo de concen-
tracion 1 x 10° ugfc/mL por un tiempo de contacto de 15 min.

Resultados y discusion

Caracterizacion infrarroja (FT-IR)

En el espectro FT-IR del compuesto H.L1 se observa que existen
dos sefales que corresponden a los carbonilos que forman parte de
la estructura del compuesto C=0 (tiourea) 1653 cm' y C=0 (hidra-
cida) 1668 cm™. También se puede observar la presencia del grupo
N-H (tiourea- hidracida) 3241 cm™, C-H (aromatico) 3067 cm™ y
C=S (tiocarbonilo) 876 cm™. Estos valores de nimero de onda son
semejantes a los encontrados en derivados de acil tiosemicarbazi-
das [16], [17], lo cual reforzaria la evidencia de que el compuesto
esta bajo la forma ceto.

En el analisis del espectro FT-IR del compuesto H,L2 se observan
las sefales correspondientes a los grupos carbonilos C=0 (tiourea
e hidracida) a 1680,78 cm™"; también se observa la banda asocia-
da al grupo N-H a 3216,39 cm™, C-H (aromatico) a 2974,48 cm™
y las bandas asociadas al grupo tiocarbonilo (C=S) a 1090, 1010
y 900,30 cm™ [18]. Los anteriores valores de numero de ondas
asociadas a las bandas descritas estan de acuerdo con los valores
encontrados en diversos derivados de las acil tiosemicarbazidas y
también en varias tioureas sintetizadas [19]-[21].
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Caracterizacion por espectroscopia RMN ('H-RMN,
3C, APT, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC)

En el espectro 'H-RMN del compuesto H.L1, en DMSO-d,, se ob-
servan tres sefales pertenecientes a los protones de N-H', N-H?,
N-H3a 12,34; 11,78 y 11,34 ppm, respectivamente. La sefial 12,34
ppm a campos bajos fue asignada a la formacion de un puente de
hidrégeno intramolecular entre el grupo N-H' de la hidracida y el
oxigeno del grupo carbonilo (N-H---0=C) caracteristicos en deriva-
dos de las aroil tioureas [22]. Las otras dos sefialesa 11,78y 11,34
ppm fueron asociadas a los grupos N-H? de la hidracida y la tiourea
(N-H?), respectivamente. La sefial doblete a 7,98 ppm, las sefiales
tripletes a 7,55 y 7,64 ppm fueron asignadas al grupo fenil. Final-
mente, en las sefiales asociadas al anillo piridinico se hallaron una
sefial singlete a 9,08 ppm, dos sefiales dobletes a 8,79y 8,27 ppmy
una sefal triplete a 7,59 ppm, las cuales son semejantes a algunos
derivados de la hidracida nicotinica [23].

El espectro *C-{"H}-APT-RMN, en DMSO-d,, muestra que las sefia-
les 181,3; 168,2y 163,7 ppm corresponden respectivamente al gru-
po tiocarbonilo (C=S), al carbonilo (C=0) adyacente al grupo fenil y
al carbonilo adyacente al anillo piridinico; es preciso resaltar que el
desplazamiento del grupo C=S es muy caracteristico de las benzoil-
tioureas [24], [25] y de las acil (aroil) tiosemicarbazidas [26], [27].
Los desplazamientos C-H asociados al grupo fenil se muestran en
el rango de 133,11-128,5 ppm, mientras que los desplazamientos
C-H relacionados al anillo piridinico se observaron entre 136, 154
y 124 ppm.

El espectro 'H-RMN del compuesto H.L2, en DMSO-d,, como sol-
vente, muestra tres sefales singletes a 12,31 (N-H?), 11,80 (N-H*)
y 11,44 (N-H®) ppm debido a la presencia de tres protones tipo N-H.
La presencia de estas sefiales confirmaria la existencia del com-
puesto H_L2 bajo la forma ceto. El desplazamiento del proton N-H?
(12,31 ppm) se encuentra a campos bajos, probablemente debido
a la formacién de un puente de hidrogeno intramolecular, bastante
tipico en derivados de aciltioureas [21]. Los protones del anillo aro-
matico bencénico dan sefales triplete a 7,55y 7,67 ppm, ademas de
un doblete a 7,99 ppm, mientras que los protones pertenecientes al
anillo piridinico muestran sefales dobletes a 7,82 y 8,80 ppm [28].

El espectro "*C-RMN muestra las sefiales 181,5; 168,19 y 163,61
ppm correspondientes a los grupos tiocarbonilo (C=S), carbonilo
(C=0) unido al anillo bencénico y carbonilo (C=0) unido al anillo de
piridina, respectivamente. El desplazamiento del grupo tiocarboni-
lo (C=S) encontrado en este compuesto es caracteristico de varios
compuestos tipo benzoiltioureas [29], [30].

Caracterizacion por andlisis elemental

La composicion porcentual obtenida para los compuestos H.L1y
H.L2 por medio del analisis elemental esta de acuerdo con los va-
lores esperados tedricamente; de esta manera se confirman las for-
mulas moleculares propuestas.

Estudio computacional

Para determinar la distribucion de los sitios activos de la molécula
se utilizd Ec. (1), y Ec. (2) para calcular los valores de la funcion de
Fukui para un ataque nucleofilico y electrofilico:

Ataque nucleofilico= fA+ = q;&_l_l — qﬁ @)

Ataque electrofilico= f~ = qﬁ - Q£—1 @

En la Tabla 1 se reportan los valores de la funcién de Fukui elec-
trofilica y nucleofilica para los compuestos H,L1 y H,L2 para los
atomos mas importantes; estos valores han sido calculados con car-
gas Hirshfeld [31]- [33], las cuales han sido calculadas a nivel de la
teoria DFT B3LYP/6-31G++ (d, p), a partir de las estructuras neutras
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optimizadas con B3LYP/6-31G (d, p). Todos los calculos fueron rea-
lizados con el paquete de programas Gaussian 09W. Rev. A02 [34],
implementado en un PC Workstation AMD Fx(tm)-4300 3,80 GHz
Quad-Core Processor, 4GB RAM.

2 18 6 22 17 5
O. s H (o] s H
1.1 . l 1.1 s
%\I:/E\N/]Nz\cﬁo ZI\T/'\T/JFC//J
\ | ) el
oy § o~ 20 3 |
Na \N
HoL1 HyL2

Figura 1. Estructura de los compuestos H L1y H_L2.

Tabla 1. Valores para la funcién de Fukui para un ataque nucleofilico (f+) y electro-
filico (f-) de los compuestos H,L1y H,L2.

H,L1 H,L2

Atomo f* f- Atomo f* f-

022 0,07538 0,053424 022 0,072932 | 0,046334

Cc3 0,045199 | 0,009622 C21 0,055992 | 0,005813

N12 0,015751 | 0,009461 N19 0,003222 | 0,024181

H6 0,021612 | 0,016615 H20 0,015155 | 0,016491

N14 0,012068 | 0,033616 N2 0,006371 0,031094

H5 0,01962 0,023669 H3 0,024899 | 0,016046

0o16 0,065802 | 0,047894 H5 0,026867 | 0,011818

1 0,026876 | 0,031922 018 0,079938 0,038168

S18 0,102835 0,33675 c6 0,053838 | 0,008539
N19 0,005841 0,02041 S17 0,080762 0,345067
H4 0,010404 | 0,02113 N4 0,009704 | 0,015133

C2 0,056713 | 0,006829 C1 0,020568 | 0,031289

Los valores en negrita, indican la funcién de Fukui a tomar en cuenta para el analisis
de reactividad local.

Con la finalidad de explicar la imposibilidad de ciclacion de los com-
puestos se utilizo la funcion de Fukui para determinar los sitios mas
probables de desprotonacion por parte de una base. Utilizando el
concepto de interaccion duro-duro conocida como la regla de Li-
Evans [35], se consideraron los valores mas bajos para la funcion de
Fukui electrofilica (f*) correspondientes a los hidrogenos H4 y H20
de los compuestos H,L1y H.L2, respectivamente.

Los carbonilos C2=022 y C21=022 son las zonas mas susceptibles
aun ataque nucleofilicoen H,L1y H.L2, respectivamente; en el mo-
mento de la desprotonacion el N19 desplaza su densidad electro-
nica a estos carbonilos, lo que da lugar a la forma enol en ambos
compuestos; esto imposibilita la ciclacion intramolecular de los
compuestosal no poder disponer de unazona altamente electrofilica
para ser atacada por un atomo de nitrégeno nucleofilico (Figura 2).

|~ =

o T »li = (c 5 r‘i |N
N/J\,‘/" AN — . ﬁ)'L\‘/" AN
T . B |

-] P H
base | -H0 base-H
oH s =
DR SASASAN
N ] \ X
A \_/ s
»
Y

Figura 2. Formacion de los compuestos H3L1 y H3L2 en concordancia con las fun-
ciones de Fukui.
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Para el compuesto H,L1y suisomero H,L2, se muestra que los ma-
yores valores para la funcién de Fukui nucleofilica f4 (susceptible a
ataques electrofilicos) fueron para los atomos S18,022,016 y N14
en el compuesto H,L1,yS17,022,018 y N2 en el compuesto H,L2;
los atomos de azufre y oxigeno tienen la mayor posibilidad. Analo-
gamente, en estructuras tipo dihidrotiouracilo-indenopiridopirimi-
dinas se ha demostrado que las zonas de mayor preferencia para un
ataque electrofilico son las que interactian de mejor manera con
los sitios activos de enzimas como la topoisomerasa humana Il ay
Il B,y pueden ser farmacos antitumorales potenciales [36].

Andlisis de enfrentamiento microbiano

Los resultados del analisis de eficacia antimicrobiana de los com-
puestos mostrados en la Tabla 2 indican que los compuestos anali-
zados presentan actividad antimicrobiana para cantidades entre 46-
147,5 mg en 6 mL de DMSO sobre un in6culo de concentracion 1 x
106 ugfc/mL frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Escherichia
coli (ATCC 11229), desde el primer minuto de contacto.

Tabla 2. Estudios de enfrentamiento microbiano de los compuestos H,L1y H,L2.

Bacterias
Compuestos
Staphylococcus aureus Escherichia coli
H3L1 + +
H3L2 + +
Conclusiones

Se sintetizaron los compuestos H,L1y H_L2 tipo aroil tiosemicar-
bazida por reaccion entre el isotiocianato de benzoilo, la hidracida
nicotinica y la isoniacida, los cuales se caracterizaron por espectros-
copia FT-IR, RMN-"H, 3C y por analisis elemental. Se corroboré de
manera preliminar que los compuestos sintetizados presentan acti-
vidad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
por lo que serian buenos candidatos a desinfectantes de superficies.

La funcién de Fukui ayudé a elucidar las zonas mas probables de
reactividad frente a especies nucleofilicas y electrofilicas, con la fi-
nalidad de explicar la imposibilidad de ciclacion de los compues-
tos H. L1y H.L2, ademas de determinar las zonas mas susceptibles
a sufrir un ataque electrofilico por parte de iones de metalicos o a
interactuar muy probablemente con los sitios activos de sistemas
proteicos. Esto proporciona una herramienta muy Gtil en quimica
para determinar qué partes especificas de las moléculas interactian
de mejor o peor manera.
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