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1. Introduccion

El proyecto aqui planteado responde a la necesidad de trabajar en la generacién
de conocimiento relativo a la sintesis y caracterizacion fullerenos funcionalizados
con potenciales aplicaciones biomeédicas. La versatilidad en las opciones de
modificacién exohedrales tridimensionales a partir de la multifuncionalidad de los
fullerenos, ha permitido obtener derivados funcionalizados solubles en medio
acuoso con Potenciales aplicaciones en el emergente campo de Ia
nanomedicina.l'! Recientes investigaciones han mostrado que los fullerenos
interaccionan fuertemente con biomoléculas de gran interés, como es el caso del
péptido B-amiloide (PBA42).”! La formacién de placas B-amiloide es de particular
relevancia debido a la relacion que tienen con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o enfermedades
relacionadas como la diabetes tipo II.°! La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
forma de demencia mas comun en adultos mayores, se caracteriza por la muerte
neuronal en regiones especificas del cerebro, lo cual se ha asociado a la
presencia de dos estructuras patologicas, las placas de B amiloide y las marafas
neurofibrilares (MNF), constituidas por el péptido 3 amiloide (PBA42) y la proteina
tau respectivamente.”! Actualmente no existen tratamientos preventivos o
curativos eficaces que contrarresten esta enfermedad. Sin embargo, la inhibicién o
disociacion de los agregados proteicos que conforman las placas de amiloide By
las MNF, podrian ser un blanco terapéutico atractivo en el tratamiento de esta
enfermedad.

2. Objetivos del proyecto

Objetivo General

Sintetizar aductos del fullereno Cgo (fullerenmalonatos de alquilo y de sodio) que
pueden contener de uno a seis sustituyentes tipo malonato, evaluar su capacidad
como inhibidores de la agregacion del péptido B-amiloide (PBA42) y su
biocompatibilidad con células de neuroblastoma humano.

Objetivos Particulares
De Investigacion:

e Sintetizar y purificar fullerenmalonatos de alquilo que pueden contener de
uno a seis sustituyentes del tipo Cgp+n(COR)2, (n= 4-6 y R = -OEt, o donde
n= 1-6 y R= -NHCgH4CO,Et, -NHCsH4(CO,ELt),); asi como sus respectivas
sales de sodio Cgp+n(COR)2, (n= 4-6 y R = -ONa, o donde n= 1-6 y R= -
NHCeH4COzNa, -NHCsH4(COzNa)2).

e Caracterizar por medio de técnicas espectroscopicas como UV-Vis, FTIR,
RMN, y espectrometria de masas los nuevos fullerenmalonatos de alquilo y
de sodio sintetizados (aductos del Cgp).

e Evaluar a través de pruebas in vitro la capacidad de los aductos
sintetizados como inhibidores de la agregacion del (PBA42) y su
biocompatibilidad con la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.



Institucional:

e Fortalecer la docencia e investigacion.
e Fortalecer cuerpos académicos.

3. Desarrollo del proyecto y resultados

A continuacion, se describen las actividades desarrolladas y productos obtenidos
en el periodo del 02 de enero de 2021 al 30 de octubre de 2021 de acuerdo a los
objetivos propuestos en el plan de trabajo.

De acuerdo al plan de trabajo establecido, durante este periodo se envi6 para su
publicacién el manuscrito “Multiadducts of Csp modulate amyloid 8 fibrillation with
dual acetylcholinesterase inhibition and antioxidant properties: in vitro and in silico
studies” en el cual se reporta la sintesis de una serie de multiaductos Cgo con
cuatro a seis sustituyentes dietil malonatos y sus correspondientes sales de sodio
como isémeros individuales. Para evaluar su potencial se realizé la fibrilacion del
PBA42 in vitro y en celulo; demostramos que los multiaductos modulan la
formacion de fibrillas de PBA42 sin inducir toxicidad celular y que el numero y la
polaridad de los sustituyentes desempefan un papel significativo en la eficacia de
los aductos para modular la agregacion de PBA42. El mecanismo molecular y
modulacién de la interaccion fullereno-PBA42 se identificé a través de estudios in
silico. Ademas, los derivados de fullereno exhibieron capacidad antioxidante y
reduccion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Los resultados
obtenidos en este estudio muestran que las moléculas de multiaductos de Cgp
podrian ser muy prometedoras como punto de partida para el desarrollo de
terapias para el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer.

3.1 Sintesis y caracterizacion de multiaductos con sustituyente dietil
malonato

Para la sintesis de los multiaductos (tetraducto Cs-Ces(COOEt)s, pentaducto Coy-
Ce5(COOEt)1p y hexaducto Th-Ces(COOEL)q2), se siguid la metodologia altamente
regioselectiva propuesta por Hirsch y col., utilizando el 9,10-dimetil antraceno
(DMA) como plantilla, el cual permite la sintesis directa y regioselectiva del Ty-
Ces(COOELt)12 con una adiciéon octahedral y como subproductos una considerable
cantidad del tetraducto y pentaducto, con incompleta adicion octahedral, evitando
de esta manera la tediosa ciclopropanacion sucesiva y purificacion cromatografica
de los intermediarios.®® La Figura 3.1, muestra la estructura molecular de los
multiaductos del Cgo conteniendo de cuatro a seis sustituyentes dietil malonil y sus
correspondientes sales de sodio, sintetizados y evaluados. Los simbolos Cs, Cy, y
Th corresponden a la simetria del grupo puntual de la molécula.
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Figura 3.1. Estructura molecular de multiaductos del Cgo.

Los multiaductos se caracterizaron por espectrometria de masas (ESI-TOF-MS),
espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) e infrarroja (IR) y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) 'H para el hexaducto Ti-Cgs (COOEt)1s.

Th-Ces(COOEt)12: ESI-TOF-MS (CH3OH:H,O 95:5 v/v) m/z 1669.353 (M*+1),
calculado para C1o2Hs1024: 1669. '"H NMR (400 MHz, CDCI3), 5 4.33 (q, J = 7 Hz,
24H; -CH2), 1.37 (t, J = 7 Hz, 36H; -CH3). UV-vis (CH3CN) Amax/nm 316 (sh),
333(sh), 383 (br), 411 (br), 435 (br), 450 (br). IR(KBr)/cm-1 2979, 2932, 2905,
2855, 1742, 1469, 1445, 1394, 1367, 1347, 1264, 1239, 1219, 1167, 1077, 1043,
1017, 906, 882, 858, 823, 762, 735, 715, 676, 662, 619, 531, 456. Cyy-
Ces(COOEt)1o: ESI-TOF-MS (CH3CN:H,O 80:20 v/iv) m/z 1511.297 (M™+1),
calculado para CgsHs1029 1511. UV-vis (CH3CN) Amax/nm 364 (br), 396 (br), 444
(br), 504 (br), 543 (br), 554 (br), 591 (br). IR(KBr)/cm-1 2979, 2932, 2858, 1744,
1634, 1465, 1445, 1391, 1368, 1298, 1233, 1179, 1100, 1066, 1021, 858, 810,
756, 739, 706, 674, 542, 523. Cs-Ces(COOEt)s: ESI-TOF-MS (m/z; CH3CN:H,0O
80:20 v/v) 1353.240 (M*+1), calculado para CggH41O16 1353; UV-vis (CH3CN)
Amax/nm 418 (br), 440 (br), 450(br), 480 (br), 526 (br), 553 (br). IR(KBr)/cm-1
2963, 2925, 2854, 1743, 1643, 1464, 1445, 1388, 1368, 1296, 1260, 1230, 1175,
1098, 1062, 1022, 858, 804, 729, 705, 663, 543, 529, 459. El espectro ESI-TOF-
MS mostré el ion molecular idénticos a los calculados. El espectro de RMN de 'H
de la muestra del hexaaducto (T,-Ces(COOEL)12) mostroé sélo un triplete para los



protones del metilo y un cuadruplete para los protones del metileno, indicando que
la muestra esta constituida por sélo un isdémero individual. El espectro UV-Vis e IR
mostré datos espectroscopicos idénticos a aquellos reportados.

Las correspondientes sales de sodio fueron identificadas por el desplazamiento de
la frecuencia vibracional intensa y caracteristica del carbonilo del grupo éster en el
espectro IR, de v=1743 cm™ av =1620cm™, 1612 cm™ y 1644 cm™ para el tetra-
, penta- y hexaaducto, respectivamente; debido al debilitamiento isomérico del
doble enlace (C=0) en el grupo dicarboxilato. Ademas, las pruebas de solubilidad
mostraron que las sales de sodio son solubles en medio acuoso a diferencia de los
correspondientes derivados ésteres.

Th-Ces(COONa)12: UV-Vis (CH3OH) Amax/nm 318; IR(KBr)/cm™ 2963, 2926, 2854,
1644, 1615, 1589, 1458, 1425, 1385, 1335, 1210, 1048, 976, 916, 872, 846, 800,
748, 705, 668, 649, 605, 563, 539, 510, 439. C3,-Ce5(COONa)1o: UV-vis (CH30H)
Amax/nm 303, (sh), 351 (sh), 400 (br), 456 (br), 497 (br), 540 (br), 559 (br), 585 (br);
IR(KBr)/cm™ 2962, 2925, 2855, 1779, 1612, 1406, 1382, 1335, 1211, 1105, 1054,
880, 842, 747, 704, 673, 546, 523. Cs-Ces(COONa)s: UV-vis (CH30H) Amax/nm 365
(br), 411(br), 458 (br), 483 (br), 529 (br), 558 (br), 594 (br), 619 (br); IR(KBr)/cm™
2963, 2926, 2854, 1779, 1620, 1459, 1406, 1379, 1332, 1105, 1063, 880, 844,
727,701, 671, 548.

3.2 Inhibicion de la formacién de fibrillas del PBA42

Para determinar el efecto de los multiaductos de Cgy sobre la agregacion de
PBA42, se realizd un ensayo de polimerizacion del PBA42. Se incubd
especificamente mondémeros del PBA42 sin pre-agregados en presencia o
ausencia de los compuestos y se llevd a cabo un ensayo de fluorescencia de
Tioflavina T (TfT). En la Figura 3.2A, el analisis muestra una menor formacion de
fibrillas de PBA42 en presencia de los seis multiaductos del Cgo €n comparacion
con el control durante 24 h, evaluados en tres experimentos independientes por
triplicado. La muestra del tetraadducto Cs-Ces(COOEL)s y su correspondiente sal
de sodio Cs-Css(COONa)s, asi como aquella del hexaducto T,-Ces(COOEL)2
mostraron la mayor inhibicién de la agregacion del PBA42 en un 87 %, 88 % y 85
%, respectivamente (Figura 3.2B).

3.3 Biocompatibilidad de multiaductos del Cgo

Para evaluar el efecto citotoxico de la serie de multiaductos se uso la linea celular
de neuroblastoma humano SH-SY5Y empleando el ensayo MTT. Las células se
incubaron durante 24 h en presencia de los compuestos a 13 yM. La mayor
viabilidad celular se encontré para los aductos con teniendo el sustituyente disodio
malonato, CS-C64(COON8)8, CZV-Ces(COONa)m, Th-Cse(COONa)m (Figura 33A)
Las lecturas de absorbancia mostraron una toxicidad insignificante asociada a las
sales de sodio a la concentracion evaluada. Estos resultados indican que ésta
modificacion molecular reduce la agregacibn y a su vez aumenta la
biocompatibilidad. La concentracion citotoxica para reducir la viabilidad celular en
un 50% (CC50) se realizé con la serie de multiaductos de Cgo. Los valores de
CC50 se encontraron en un intervalo de 35 a 45 pM, estos datos indicaron que la
concentracion toxica para estas moléculas es considerablemente mas alta que la



concentracion correspondiente para inhibir la formacion de fibrillas del PRA42
(Figura 3.3B).
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Figura 3.2. (A) Ensayo de polimerizacion del PBA42 se realizé (PBA42, linea
negra) en presencia de la serie de multiaductos (lineas de colores), los cuales
reducen significativamente la intensidad de la fluorescencia (B) Cuantificacion de
la intensidad de fluorescencia; los valores se normalizaron a la sefal de
fluorescence del péptido a las 24 horas.

3.4 Inhibiciéon de la formaciéon de agregados del PBA42 en cultivo celular y
tincion por inmunofluorescencia

Para evaluar la actividad del multiaducto lider sobre la agregacion del PBA42 en
cultivo celular, se llevé a cabo un ensayo de fibrilizacion de PBA42 en presencia o
ausencia del Cs-Css(COONa)s. La sal del tetraaducto se seleccioné entre los otros
ya que mostré la mayor inhibicion de la agregacion del PBA42 y la menor
toxicidad. La mezcla de fibrilizaciéon de PBA42 se incubd en células SH-SY5Y
cultivadas y se analiz6 mediante microscopia confocal. La inmunotincion
panoramica (Figura 3.4.1A) mostr6 una alta agregacion del PBRA42, estos
agregados se asociaron a las membranas celulares y se distribuyeron
principalmente alrededor del soma celular. En aquellas células incubadas con
mezcla de agregacion del PBA42 y Cs-Ces(COONa)s, los agregados de AB no
fueron detectables (Figura 3.4.1B). Un aumento mayor de este fendmeno se
muestra en los paneles C y D de la Figura 3.4.1. Estos datos demostraron la
capacidad del tetraaducto para bloquear o retrasar la agregacion del PBA42 en
cultivo celular, y son consistentes con el resultado del ensayo TfT.
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Figura 3.3. Linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y incubada individualmente
con cada multiaducto (A). Concentracion citotdéxica para reducer la viabilidad
cellular (B). Ambos se evaluaron por el ensayo MTT.

3.5 Interacciéon molecular de los multiaductos del Cg, con el PBA42

Para identificar los sitios de unién entre el PBA42 y los multiaductos del Cgo, los
cuales son responsables de la inhibicion de la agregacion del péptido se realizé un
estudio por Docking Molecular. La Tabla 3.5.1 muestra los resultados para la
energia de afinidad multiaducto-PBA42 obtenidos por Docking molecular. Como se
puede observar en dicha Tabla, los multiaductos conteniendo de 4 a 6
sustituyentes dietil malonato muestran valores de energia de afinidad menos
negativos que sus respectivas sales de sodio; lo cual significa que la interaccién
entre las sales de sodio y el PBA42 es mas fuerte que aquella entre el péptido y
los fullerenmalonato de etilo. Se puede observar también que la energia de
afinidad mas negativa es aquella entre el péptido y el Cgo, indicando que la
interaccion entre el PBA42 y Cgo €s aun mas fuerte que aquella de las sales de
sodio estudiadas, sin embargo, los estudios de biocompatibilidad indican que el
Ceo €s muy citotoxico.

La Figura 3.5.1 muestra la localizacion de los multiaductos, encontrados por
Docking molecular. Como se puede observar, el fullereno Cgo €s el Unico ligando
que se encuentra sobre una superficie distinta a aquella de los multiaductos e
interacciona con 4 residuos hidrofébicos como son: VAL12, GLY38, VAL39 y
VAL40. Ademas, se encontré que el Cgo interacciona con la parte aromatica del
residuo TYR10 (ver también Tabla 3.5.2). Por otra parte, se puede observar
también en la Figura 3.5.1 que los fullerenmalonatos de etilo y de sodio se
encuentran en el lado opuesto del Cegp.
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Figura 3.4.1 En presencia de la sal de sodio del tetraaducto el PBA42 no muestran
agregacion. Inmunofluorescencia de células SH-SY5Y incubadas con polimeros
del PBA42 (A, bajo aumento y C, alto aumento) y con Cs-Css(COONa)s (B, bajo
aumento y D, alto aumento).

La Tabla 3.5.1 muestra los resultados para la energia de afinidad ligando-PRA42
obtenidos por Docking molecular. Como se puede observar en dicha Tabla, los
multiaductos conteniendo de 4 a 6 sustituyentes dietil malonato muestran valores
de energia de afinidad menos negativos que sus respectivas sales de sodio; lo
cual significa que la interaccion entre las sales de sodio y el PBA42 es mas fuerte
que aquella entre el péptido y los multiaductos éster. Se puede observar también
que la energia de afinidad mas negativa es aquella entre el péptido y el Cgp,
indicando que la interaccion entre el PBA42 y Cgo €s aun mas fuerte que aquella
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de las sales de sodio estudiadas, sin embargo, los estudios de biocompatibilidad
indican que el Cgo €s muy citotéxico.

La Figura 3.5.1 muestra la localizacion de los ligandos (Ceo y multiaductos),
encontrados por Docking molecular. Como se puede observar, el fullereno Cgp €s
el unico ligando que se encuentra sobre una superficie distinta a aquella de los
otros ligandos e interacciona con 4 residuos hidrofébicos como son: VAL12,
GLY38, VAL39 y VAL40. Ademas, se encontrd que el Cgo interacciona con la parte
aromatica del residuo TYR10 (ver también Tabla 3.5.2). Por otra parte, se puede
observar también en la Figura 3.5.1 que los multiaductos se encuentran en el lado
opuesto del Cegp.

Tabla 3.5.1 Energia de afinidad por Docking molecular entre
el PBA42 y cada multiaducto del Cgo. El valor entre paréntesis
corresponde al numero de miembros encontrados en el
cumulo mas poblado.

Ligando Energia de afinidad (kcal/mol)
Ceo0 (100) -9.6 +/-0.0
Cs4(COOEt)s (36) -5.1 +/- 0.1
Ce5(COOEt)1o (64) -4.8 +/- 0.1
Ces(COOEL)12 (35) -4.1 +/- 0.1
Cs4(COONa)s (100) -8.2 +/- 0.0
Cs5(COONa)1o (100) -7.4 +/-0.0
Css(COONa)12 (57) -6.2 +/- 0.0

ol

T
'ff"\-
i

7
AY.

Yo
R

cluster 2800 gray all.dat.jpg cluster 2800 gray all.dat.jpg
Figura 3.5.1 Representaciéon molecular de la interacciéon del Fullereno Cgp y €l
tetraaducto de etilo, Ce4(COOELt)s y de sodio, Ces(COONa)g con el PRA42. El
PBA42 se muestra en color gris y el fullereno Cgo (azul claro), Ces(COOEt)s
(blanco) y Ces(COOEL)s (amarillo) se muestran en diferentes colores para
mayor claridad.

La Tabla 3.5.2 muestra también que estos ligandos se pueden agrupar en 2
grupos con respecto a su interaccion con los residuos del PBA42. El grupo uno
conformado por los multiaductos conteniendo 4 y 5 sustituyentes y el grupo dos
conformado por aquellos con 6 sustituyentes. Ademas, ambos grupos de
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multiaductos comparten interaccion con los residuos ASP7, SER8, PHE19 and
SER26.

Tabla 3.5.2. Residuos del PBA42 que interaccionan a una distancia de 5 A con
cualquiera de los atomos del Cgp y los multiaductos.

Ceo |Ces(COOEL)s|Cos(COOEL)10| Cos(COOEL)12| Cos(COONa)s| Cos(COONa)1o| Cos(COONa);,
TYR10 ASP1 ASP1
GLU11 ALA2 ALA2
VAL12 GLU3 GLU3
GLN15 PHE4 PHE4
GLY38 ARG5 ARG5 ARG5 ARG5
VAL39 HIS6
VAL40| ASP7 ASP7 ASP7 ASP7 ASP7 ASP7
SERS SERS SERS SERS SERS SERS
GLY9
HIS14 HIS14 HIS14 HIS14
VAL18 VAL18 VAL18 VAL18
PHE19 PHE19 PHE19 PHE19 PHE19 PHE19
GLU22 GLU22 GLU22 GLU22
ASP23 ASP23 ASP23
VAL24 VAL24 VAL24 VAL24
GLY25 GLY25 GLY25 GLY25
SER26 SER26 SER26 SER26 SER26 SER26
ASN27 LYS28 ASN27 ASN27
LYS28 LYS28 LYS28 LYS28
GLY29 GLY29
ALA30

Las interacciones con SER8 y SER26 se pueden explicar a partir de la formacién
de enlaces de hidrogeno entre los ligandos y los residuos de serina. Para el caso
de PHE19, como sabemos es un residuo hidrofébico, por lo cual puede estabilizar
la superficie no polar de los ligandos. La ausencia de la superficie no polar puede
explicar porqué los aductos con 6 sustituyentes tienen la energia de afinidad
menos negativa y en consecuencia la interaccion mas débil con el PRA42. La
Figura 3.5.2 muestra que los residuos ASP7, SER8, PHE19 y SER26, se
encuentran localizados en la misma cara del péptido, proporcionando a los
ligandos un sitio de enlace con residuos polares e hidroféficos que permiten
estabilizar e inhibir la agregacion del PBA42.
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cluster 2800 bs2.dat.jpg cluster 2800 bs3.dat.jpg cluster 2800 bs4.dat.jpg
Figura 3.5.2. Residuos del PBA42 interactuando con el tetraaducto de etilo,
Ce4(COOEt)s y de sodio, Css(COONa)s. A) Los residuos ASP7 (rojo), SER8 and
SER26 (verde) and PHE19 (gris) se muestran en representacion enlace-linea.
B) Superficie molecular del péptido en la misma orientacion como en A). C)
Molécula del tetraaducto de etilo, Ce(COOELt)s (blanco) y de sodio
Cs4(COONa)s localizados en la orientacién encontrada por Docking molecular.

3.6 Efecto antioxidante de multiaductos del Cg, con sustituyentes disodio
malonato

Para evaluar la capacidad de los multiaductos como captadores de radicales libres
se realiz6 el ensayo del radical libre 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH). Para ello,
se evaluaron las respectivas sales de sodio, mostrando todos los compuestos una
inhibiciéon antioxidante de 65,8%, 63,6% y 66,1% para tetra, penta y hexaaducto,
respectivamente; a una relacién molar 1:1 DPPH/multiaducto (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Porcentaje de inhibicion de radicales libres de Cgs(COONa) 2,
Ces5(COONa) and Cg4(COONa)s utilizando el ensayo DPPH.
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3.7 Inhibicion de la Acetilcolinestera (AChE) utilizando multiaductos del Cg
con sustituyentes disodio malonato

Para determinar la inhibicion de la AChE se utilizé el ensayo de Ellman. Se
encontré que las sales de sodio inhiben la colinesterasa de manera dependiente
de la concentracion (8 a 25 uM), con una inhibicién del 57% al 90%; sin embargo,
se encontré que la inhibicion disminuye cuando el ensayo se realiz6 a una
concentracion de 40 uM (Figura 3.7). De acuerdo con nuestros resultados, las
sales de sodio de los multiaductos del Cgo demostraron su capacidad para inhibir
la AChE y se propone la ocurrencia de una presunta inhibicion competitiva a
través de la unidén directa de sitios activos cataliticos y la interaccion de sitios
anioénicos periféricos, al bloquear la entrada de la cavidad de la AChE a través del
apilamiento -1 e interaccion de van der Waals con los residuos aromaticos
clave; sin embargo, es necesario estudiar el mecanismo de inhibicion especifico
de estas moléculas.

2 100~
(&)
ﬁ 804 3 C,,-Ces(COONa),,
° [ C.-C,,(COONa),
:g 60 Il T,-Ces(COONa),,
2
2 40-
£
3 20
X
0-

8 13 20 25 40

Concentracion (uM)

Figura 3.7. Inhibicion enzimatica de AChE a diferentes concentraciones de Ty-
Ces(COONa)12, Coy-Ces5(COONa)ig y Cs-Ces(COONa)g, evaluadas mediante el
ensayo de Ellman.

3.8 Sintesis, purificacion y caracterizacion de derivados malonato.

Por otra parte, de acuerdo al plan de trabajo establecido, en este periodo se
realizé la sintesis y purificacion de nuevos derivados malonato simétricos, los
cuales no se encuentran disponibles comercialmente. La sintesis de estos
derivados malonato esta justificada basados en los resultados obtenidos
previamente con aductos del Cg conteniendo de 1 a 6 sustituyentes dietil
malonato, asi como sus respectivas sales de sodio del tipo (Cen(COR)2n) (R = -
OCH,CH3, -ONa y n = 1-6). Se encontrd en estudio previos que aductos del Cgp
muestran una mayor capacidad inhibitoria de la agregacion del PBA42 cuando
existe un equilibrio entre la parte hidrofébica y el numero de sustituyentes
presentes en el fullereno; es decir la capacidad de inhibicion depende del niumero
de sustituyentes y la disponibilidad de una superficie hidrofébica en el Cg.
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Basados en estas evidencias y con la finalidad de potenciar las propiedades
inhibitorias de la agregacion del PBA42, se propuso sintetizar derivados
malonatos, los cuales contienen terminales dietil benzoato (malono dietilbenzoato
amida, MDEBZA) y dietil isoftalato (malono bis-dietilisoftalato amida, MBDEIFA).
Estos sustituyentes malonato contienen 1 anillo aromatico y varios atomos de
oxigeno y nitrdgeno en su estructura, lo cual ayudara a mejorar la interaccion con
los residuos del PPA42 a través de interacciones hidrofébicas y puentes de
hidrégeno, respectivamente.

Malono bis-dietilisoftalato amida, MBDEIFA

El derivado malono bis-dietilisoftalato amida,(MBDEIFA), se sintetizé a partir de la
esterificacion del acido 5-aminoisoftalico (5AIPA) con etanol (EtOH), utilizando
SOCI, y posterior reaccion libre de disolvente del 5-aminoisoftalato de dietilo
(DEAIF) con dimetil malonato. una vez que el sustituyente MBDEIFA se purifico a
través de lavados y centrifugacidn con etanol y acetato de etilo, la muestra se llevo
a sequedad total y se cuantificd su rendimiento. Partiendo de 4 gr de DEAIF y 1.1
g (0.96 mL) de dimetil malonato (DMM) se obtuvieron 3.02 gr de MBDEIFA,
representando un rendimiento del 66.3%. Las muestras del DEAIF y del MBDEIFA
se caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética
nuclear de protén (RMN "H). La Figura 3.8.1 muestra los espectros de infrarrojo
superpuestos del compuesto A5AIF (color negro) y DEAIF (color rojo). Como se
puede observar, el espectro resultante de la sintesis del compuesto DEAIF
muestra una banda en 1699 cm™ caracteristico de un carbonilo tipo éster, formado
por la esterificacion del ASAIF con EtOH; asi como la banda presente en 1136 cm’
! correspondiente a la unién C-O del éster formado. Se observa también la
desaparicion de la banda en 933 cm™ correspondiente al enlace O-H del acido
carboxilico. La Figura 3.8.2 muestra los espectros de IR superpuestos del DEAIF
(color negro) y del MBDEIFA (color rojo), confirmando la uniéon del DEAIF al DMM
mediante dos enlaces amida, en 1682 cm'1; asi como el desdoblamiento de la
banda del grupo carbonilo del éster presente en el sustituyente MBDEIFA en 1710
cm” y 1731 cm™. La Figura 3.8.3 muestra el espectro de RMN 'H (Mezcla
(CD3)2S0:CDCI3), indicando con distinto color la sefal correspondiente a cada tipo
de hidroégeno. Las sefial en 10.45 ppm (singulete), 8.45 ppm (singulete), 8.20 ppm
(singulete), 4.38-4.15 ppm (cuadriplete), 3.53 ppm (singulete) y 1.45-1.23 ppm
(triplete) corresponden a los 2 hidrogenos (verde brillante) unidos a los nitrégeno
del enlace amida, a los 4 hidrogenos (color rojo) unidos al anillo aromatico, a los
otros 2 hidrogeno (azul) unidos al anillo aromatico, a los 8 hidrégenos (magenta)
unidos al carbono intermedio del grupo etilo, a los 2 hidrégenos (verde opaco)
unidos al carbono intermedio del malonato y a los 12 hidréogeno (naranja) del
carbono terminal del grupo etilo, respectivamente. Las sefales observadas en 3.3
ppm y 2.51 ppm corresponden a trazas de agua y sefales residuales del DMSO
deuterado, respectivamente.
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Figura. 3.8.2. Espectros de Infrarojo superpuestos del DEAIF y el derivado
malonato, MBDEIFA.
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Figura. 3.8.3. Espectro de RMN 'H del derivado malono bis-dietilisoftalato
Malono dietilbenzoato amida, MDEBZA

El compuesto MDEBZA se sintetizé haciendo reaccionar dimetil malonato (DMM) y
benzocaina (BZC) a alta temperatura sin el uso de disolvente como medio de
reaccion. Para ello, en un matraz de bola, se mezclé 5g de benzocaina (3.02
mmol, 2.1 eq) y 1.7337 mL de dimetil malonato (0.151 mmol, 1 eq) y la mezcla de
reaccion se mantuvo en reflujo a 180 °C durante 5 horas (a esta temperatura la
mezcla se encuentra en fase liquida). La muestra del MBDEIFA se purifico a
través de lavados y centrifugacion con etanol, posteriormente se llevo a sequedad

total y se cuantific6 su rendimiento. La Figura 3.8.4 muestra el espectro de
infrarrojo del derivado malonato MDEBZA.
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Figura 3.8.4. Espectro de infrarrojo (1800-1200 cm-1) del derivado malonato
MDEBZA. La figura senala las frecuencias correspondientes al doble enlace del
carbonilo del grupo éster y el grupo amida y el enlace sencillo C-N de la amida con
el anillo aromatico.

Como se puede observar, espectro IR del MDEBZA presenta las bandas
caracteristicas de dicha muestra como son una banda en 1720 cm'1, que
correspondiente al carbonilo del éster, una banda en 1667 cm’ el cual
corresponde al carbonilo de una amida y en 1345 cm” una banda que
corresponde a la frecuencia de vibracién del enlace sencillo nitrégeno-carbono
aromatico. Ademas, el espectro demuestra la ausencia de bandas del carbonilo
del dimetil malonato y del grupo amina correspondiente a la benzocaina.

3.9 Sintesis, purificacion y caracterizacion de fullerenmalonoamidas con
sustituyentes malono bis-dietil isoftalato amida.

Hexaaducto con sustituyentes MBDEIFA en posicion octahedral (HAMBDEIFA).

Una vez que se obtuvo el derivado MBDEIFA se procedido a sintetizar el
fullerenmalonato  conteniendo 6  sustituyentes MBDEIFA (hexaaducto,
HAMBDEIFA). Para ello se utilizd una metodologia regioselectiva que permite la
sintesis directa del hexaaducto con una adicion de los sustituyentes MBDEIFA en
posicion octahedral. Partiendo de 0.086 gr de Cgp ¥y 1.4 g de MBDEIFA se obtuvo
184 mg del HAMBDEIFA, representando un rendimiento del 42.6 %. Para verificar
la presencia del hexaaducto en la fraccion obtenida por cromatografia en columna
flash, se realizd la caracterizacién mediante espectroscopia IR y RMN 'H. Los
productos de la hexaadicion al fullereno Cgy se caracterizan por su coloracién
amarilla. La Figura 3.9.1 muestra los espectros superpuestos del hexaaducto
HAMBDEIFA (color rojo) y el derivado malonato, MBDEIFA (color negro).

Como se puede observar, el espectro del HAMBDEIFA muestra 2 bandas en 1690
cm” y 1700 cm™ correspondientes a los carbonilos presentes en los enlaces
amida y éster, respectivamente, ligeramente desplazados debido a la union del
malonato al fullereno Cgo. Esto concuerda con el espectro del sustituyente
MBDEIFA, cuyas bandas para estos mismos carbonilos estan presentes en 1682
cm”y 1710 cm™, respectivamente. Por otra parte, la Figura 3.9.2 muestra el
espectro de RMN de 'H en DMSO deuterado. Como se puede observar, aun
después de 1024 scans no fue posible el desdoblamiento de las senales
correspondientes a los tripletes y cuadrupletes; sin embargo, el espectro muestra
que la adicion del sustituyente MBDEIFA ocurrié en posicion octahedral, debido a
gue unicamente se observa el conjunto de sefales mostradas en el espectro de
RMN de 'H del malonato, MBDEIFA.
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Figura 3.9.1. Espectros de IR superpuestos del hexaaducto HAMBDEIFA y el
malonato MBDEIFA.
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Figura 3.9.2. Espectro de RMN 'H del hexaaducto, HAMBDEIFA.

Sal del Hexaaducto con sustituyentes malono bis-disodioisoftalato amida
(HAMBDNalFA) y su correspondiente acido (HAMBDAIFA).

La sal del hexaaducto (HAMBDNalFA) se obtuvo a partir de hidrélisis basica del

respectivo éster (HAMBDEIFA), utilizando un exceso de solucion metandlica de
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NaOH 1 M. Por su parte, el hexaaducto acido (HAMBDAIFA) se obtuvo a partir de
hidrdlisis acida de la respectiva sal (HAMBDNalFA) utilizando H,SO4 1 M. Las
muestras de la sal del hexaaducto y de su acido correspondientes, se
caracterizaron por espectroscopia de IR (Figura 3.9.3 y 3.9.4).

La Figura 3.9.3 muestra los espectros superpuestos de la sal del hexaaducto,
HAMBDNalFA (color rojo) y del hexaaducto éster (HAMBDEIFA). Como se puede
observar, el espectro muestra la desaparicién la banda en 1710 cm™
correspondiente al carbonilo del éster y la aparicion de una banda ancha en 1562
cm™ correspondiente al carbonilo de un carboxilato formado por la hidrdlisis del
grupo éster; lo cual confirma la completa conversiéon del éster a su sal
correspondiente. Una caracteristica adicional de la formacién de la sal del
hexaaducto es su completa solubilidad en medio acuoso a diferencia del
hexaaducto éster. La Figura 3.9.4 muestra los espectros de IR superpuestos del
hexaaducto acido, HAMDAIFA (color rojo) y del hexaaducto sal correspondiente,
HAMBDNalFA, (color negro). El espectro del hexaaducto acido muestra una senal
ancha en 1645 cm™ correspondiente al carbonilo de un acido carboxilico y la
desaparicién de la banda en 1562 cm™ correspondiente al carbonilo del
carboxilato, confirmando con ello la conversion de la sal del hexaaducto a su acido
correspondiente. El hexaaducto acido mostré también solubilidad en medio acuoso
aunque en menor proporcidon que aquella de la sal del hexaaducto.
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Figura 3.9.4 Espectros de IR superpuestos del hexaaducto acido, HAMBDAIFA
(color rojo) y de la sal del hexaaducto, HAMBDNalFA (color negro).

Hexaaducto con sustituyentes MDEBZA en posicion octahedral (HAMDEBZA)

Para la sintesis del hexaducto conteniendo 6 sustituyentes MBDEIFA también se
utilizé la metodologia regioselectiva para la sintesis directa del hexaaducto con
una adicion de los sustituyentes MDEBZA en posicion octahedral.
En la Figura 3.9.5 se presentan los resultados de la cromatografia en capa fina
que se realizd de la mezcla de reaccion (sintesis de HAMDEBZA).

a) b)
Ceo Ce
Hexaaducto Hexaaducto [N
MDEBZA

Figura 3.9.5. Placas de cromatografia en capa fina mostrando los productos de
reaccion de la sintesis de hexaaducto asi como las correspondientes referencias

de materia prima. a) Placa en luz UV, b) Placa en luz visible se sefala la banda de
Ceo Y del hexaaducto.
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Como se puede observar, la Figura 3.9.5b (Luz visible) muestra la presencia de
una fraccion color amarillo la cual es caracteristica para hexaaductos del fullereno
Ceo0. Por otra parte, la Figura 3.9.5a (luz UV, 254 nm) muestra la presencia del
hexaaducto, del Cgp, y del MDEBZA sin reaccionar.

La Figura 3.9.6 muestra los espectros superpuestos del hexaaducto (espectro
color rojo) y del MDBEZA (espectro color morado). Como se puede observar el
espectro del HAMDEBZA muestra las sefales del carbonilo del éster en 1686 cm’
' el carbonilo de la amida en 1637 cm™ y enlace nitrégeno carbono-aromatico en
1341 cm'1, las cuales se desplazan hacia frecuencias menores debido al
debilitamiento de las frecuencias de vibracion de los grupos funcionales cuando se
une el MDEBZA al Cg. Por otra parte, el espectro IR del Cg muestra cuatro
bandas caracteristicas localizadas en 528, 577, 1183 y 1429 cm'1, las cuales no se

pueden diferenciar en el espectro debido a que se empalman con las sefiales del
MDEBZA.
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Figura 3.9.6. Espectro de infrarrojo (1800-1000 cm™) del HAMDEBZA (rojo)
y del malonato, MDEBZA (morado).

Sal del Hexaaducto con sustituyentes malono disodiobenzoato amida
(HAMDNaBZA)

Para comprobar la conversion exitosa del hexaducto (HAMDEBZA) a la
correspondiente sal de sodio (HAMDNaBZA), la muestra se caracterizd por
espectroscopia IR. Como se puede observar en la Figura 3.9.7, la sefial que indica
la formacién de la sal de sodio es el desplazamiento de la frecuencia del carbonilo
del éster de 1686 cm™ a 1631 cm'1, debido al debilitamiento del doble enlace del
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carbonilo en el carboxilato. Por otra parte, dada la amplitud de la banda del
carbonilo del carboxilato no es posible observar claramente la banda
correspondiente al carbonilo de la amida; observandose unicamente como una
extension de la banda del carbonilo de la amida.

o
<)

20

1916 13 -
168437
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Figura 3.9.7. Espectro infrarrojo (1800-8000 cm™') de la sal, HAMDNaBZA (azul) y
del hexaaducto éster con sustituyentes en posicion octahedral, HAMDEBZA
(morado).

Finalmente, es importante mencionar qué el desarrollo del proyecto cumple en su
mayoria con los plazos establecidos en el programa de trabajo, de acuerdo a los
objetivos establecidos y los resultados alcanzados hasta el momento.

3.10 Fortalecimiento de la docencia, investigacion y de cuerpos académicos

En lo que respecta a los objetivos institucionales como son el fortalecimiento de la
docencia e investigacion y de cuerpos académicos, durante este periodo (enero-
octubre de 2021) se han impartido 5 UEAs en la Licenciatura en Biologia
Molecular (Trimestres 20-O, 21-1 y 21-P). Las UEAs impartidas en los diferentes
trimestres que abarca este periodo son: Temas Selectos en Quimica | y Il
(Quimica Inorganica), Calculo Diferencial (dos trimestres), Nanociencia y Técnicas
de Caracterizacion Molecular I. Para el trimestre 21-O se tienen programado la
imparticiéon de las UEAs Temas Selectos en Quimica | y Il (Quimica Inorganica) e
Introduccion a la Termodinamica. Cabe mencionar que durante este periodo
también participé en la Convocatoria SNI 2021 para el reingreso al Sistema
Nacional de Investigadores. Con respecto a la formacion de recursos humanos,
durante este periodo no ha sido posible la incorporacion de alumnos de la
Licenciatura en Biologia Molecular o externos para realizar su proyecto terminal o
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tesis de Licenciatura o Posgrado debido principalmente a la pandemia por el
Covid-19 que vivimos, lo cual ha impedido realizar el trabajo experimental en los
laboratorios de la UAM-Cuajimalpa. Con el cambio de las condiciones en el
semaforo de riesgo a partir del trimestre 21-O se incorporara al menos un alumno
de la Licenciatura en Biologia Molecular para realizar su proyecto terminal. De la
misma manera, durante este periodo se fortalecid la colaboracién cientifica entre
el cuerpo académico de Fisicoquimica y Disefio Molecular de la UAM-Cuajimalpa
y los cuerpos académicos de Ingenieria Biomédica e Ingenieria Quimica, Medio
Ambiente y Materiales de la Universidad de Guanajuato, campus Ledn. Durante la
ejecucion de este proyecto se trabajo en colaboracidn con la Dra. Perla Yolanda
Lopez Camacho y el Dr. Gerardo Pérez Hernandez integrantes del Cuerpo
Académico de Fisicoquimica y Disefio Molecular de la UAM-Cuajimalpa; quienes
participan en la evaluacion de los multiaductos como inhibidores de la agregacion
del péptido B amiloide (PBA42) y en el estudio de la interaccion del PBA42 con los
aductos del Cg con sustituyente malono bis-dietilisoftalato amida y malono
dietilbbenzoato amida, por Docking Molecular, respectivamente. De la misma
manera, también se trabajo en colaboracién con el Dr. Gustavo Basurto Islas y la
Dra. Susana Figueroa Gerstenmaier integrantes del Cuerpo Académico de
Ingenieria Biomédica e Ingenieria Quimica, Medio Ambiente y Materiales de la
Universidad de Guanajuato Campus Leodn, quienes participaron en la evaluacién
de la biocompatibilidad y en el estudio tedrico de la inhibicion de la agregacién del
PBA42 con los multiaductos del Cgy con 4 a 6 sustituyentes dietil- y disodio
malonato.

4. Metodologia

4.1 Sintesis y purificacion de multiaductos con sustituyentes dietil- y
disodio malonato

Para la sintesis del tetraducto Cs-Ces(COOELt)s, pentaducto Cay-Css5(COOEL)1g y
hexaducto Th-Ces(COOEL)12, 1 equivalente del Cgp, se hizo reaccionar
primeramente con 10 equivalentes de DMA en tolueno y a temperatura ambiente
durante 2 horas, adicionando posteriormente a la mezcla de reaccion 10
equivalentes de dietil malonato y de CBrys; asi como 20 equivalentes de DBU,
deteniendo finalmente la reaccion después de 12 horas de agitacion (Esquema
4.1). La mezcla cruda de reaccion se purifico por columna cromatografica,
utilizando primeramente tolueno puro para separar el Cgo residual. Posteriormente
se adicioné una mezcla tolueno-acetato de etilo (95:5), lo cual permiti6 separar
una segunda fraccidén constituida principalmente del isomero de tetraducto Cs-
Ce4(COOEt)s, seguida inmediatamente de una tercera fraccion compuesta
principalmente por el isémero del pentaducto C,,-Ces(COOELt)qo, y finalmente una
cuarta fraccion conteniendo el producto de la hexadicidén octahedral, el isémero Ty-
Ces(COOEt)12. Las tres fracciones se purificaron nuevamente a través de
cromatografia en columna (fase moévil tolueno-acetato de etilo 95:5), permitiendo
eliminar las trazas de aductos no deseados.
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o o EtO,C
L 10eqDMA, 10 eqCBrg 2
+10eq EtO Ot —

20 eq DBU, 25°C, 12 hrEtozc

dietil malonato

Cs-Cga(COOEt)g

Esquema 4.1.1. Sintesis del tetraducto C;-Cg(COOEt)s, pentaducto C,,-C¢(COOEtL), y
hexaducto T,,-C¢(COOEt);2, con un patrén de adicion octahedral usando dimetilantraceno
como plantilla.

Sales de aductos del Cgy conteniendo de 4 a 6 sustituyentes disodio malonato.

Los multiaductos de sodio CS-CG4(COOEt)8, CZV-Ces(COOEt)m Yy Th-Cae(COOEt)m
se obtuvieron por hidrdlisis de los respectivos fullerenmalonatos de etilo, siguiendo
el procedimiento propuesto por Guldi y col.l! Para ello se hizo reaccionar 3.3
moles de una solucién de hidréxido de sodio en metanol (1 M) por cada mol de
éster; 100 mol de agua por cada mol de aducto de fullereno y una relacion
volumétrica THF-metanol de 24:1 (Esquema 4.1.2). Para ello, el multiaducto éster
se disolvié en tolueno y se adiciond el metanol y el agua, manteniendo la mezcla
de reaccién en agitacion 1 hora antes de adicionar el NaOH (solucién de NaOH en
metanol 1 M). Después de 10 minutos, la sal de sodio comienza a precipitar y una
vez que la solucién queda transparente, se adiciona agua a la mezcla de reaccion
para formar dos fases. El tolueno se separé de la fase acuosa utilizando un
embudo de separacion y realizando varios lavados con tolueno para eliminar
cualquier traza de fullerenmalonato de etilo sin reaccionar. Finalmente, la fase
acuosa conteniendo la sal de fullereno se evaporé utilizando un rotavapor.

6.6n eq NaOH (1M)

Tolueno/MeOH/H,0
25°C, 2 hrs

Ce0+n(COOEL),, Ce0+n(COONa),,

Esquema 4.1.2. Propuesta para la sintesis de las sales de sodio a partir de los ésteres
correspondientes.
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4.2 Inhibicion de la formacion de fibrillas del PBA42

El indicador de la actividad inhibitoria de la formacién de polimeros del péptido [3-
amiloide (PBA42), fue la disminucion de la frecuencia relativa con respecto al
control sin compuesto, y fue obtenida por el analisis fluorométrico de tioflavina T
(TfT) en un lector de placa. La TfT tiene afinidad por las hojas-f plegadas
presentes en los polimeros de PBA42, lo que nos indica que a mayor fluorescencia
habra mayor formacion de polimeros. Para la determinacién de la capacidad
inhibitoria, se prepararon soluciones stock de los multiaductos en acetonitrilo;
mientras que para las sales de sodio fueron soluciones acuosas, todas ellas a una
concentracion final de 260 uM. Posteriormente los multiaductos se mezclaron
individualmente con el PBA42 a una concentracion final de 13 uM diluido en 200
ML de buffer de polimerizacion con TfT 10 uM. La mezcla se agregé a un pozo de
una placa negra de 96 pozos y se incubd por 24 horas a 37 °C en el lector de
placas y se tomaron las lecturas de fluorescencia relativa de TfT cada 60 minutos,
a una excitacion y emision de 450 nm y 490 nm, respectivamente.

4.3 Biocompatibilidad de los multiaductos del Cg

Cada uno de los multiaductos, se incubd con células SH-SYS5Y en cultivo y
mediante el ensayo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol se cuantificé la
supervivencia celular posterior a la incubacion. El procedimiento que se siguié fue
el siguiente: se agregaron 2 pL de los multiaductos (260 uM) en 98 pL de medio
DMEM/F12 suplementado. ElI medio conteniendo los aductos se agrego
directamente a 10,000 células en cultivo y se incubaron por 24 horas a 37 °C con
5% de CO2. Se colocaron dos controles, un primer control para evaluar la posible
toxicidad del vehiculo de los multiaductos (acetonitrilo 0 agua), el cual consistié de
2 uL del disolvente en 98 pl de medio DMEM/F12 suplementado. El segundo
control fue el indicador de muerte celular actinomicina (15.5 yM) para efectos
comparativos. Al término de las 24 horas de incubacion se retiraron los
tratamientos y se agregaron 10 yL de MTT a 120 pM en 90 uL de medio
DMEM/F12 suplementado y se incubaron por 3 horas a 37 °C con 5% de COZ2.
Finalmente se retir6 el medio con MTT para después agregar 100 uL de DMSO al
100% e inmediatamente se tomé la lectura de absorbancia a 495 nm en un lector
de micro placas iMark Biorad (168-1130). Todos los tratamientos y controles se
realizaron por triplicado.

4.4 Inhibicién de la formacién de agregados del PBA42 en cultivo celulary
tincion por inmunofluorescencia

Las células SH-SY5Y expuestas a oligobmeros del PBA42, sal de sodio del
tetraadducto, Cs-Css(COONa)s y controles sin la sal de sodio se analizaron por
inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti PBA42, tincion del citoesqueleto y
del nudcleo. Los controles y las muestras tratadas con Cs-Cgs(COONa)s se
incubaron durante 14 horas a 37 'C en los tubos de la microcentrifuga a una
concentracion final del péptido 100 uM y del Cs-Cgs(COONa)s a 30 uM. A
continuacion, las mezclas se incubaron durante 3 horas en la placa de cultivo
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respectiva con las células cultivadas en portaobjetos de vidrio (previamente se
culivaron 6000 células en placa de 24 pocillos durante 24 h). Para la
inmunofluorescencia, las células tratadas se fijaron con paraformaldehido al 4% a
temperatura ambiente durante 15 min y se permeabilizaron en Triton X-100-PBS
(PBSt) al 0,1% durante 10 min, seguido de 1 hora de incubaciéon en una solucién
que contenia gelatina al 0,5% y FBS al 1,5% en PBS para bloquear la tincién
inespecifica. Un anticuerpo monoclonal de raton anti-B-amiloide primario a una
dilucién de 1:2000 en PBS se incubd durante la noche a 4 °C. Se incub6 un
anticuerpo secundario de cabra anti-ratéon unido a isoTiocianato de fluoresceina
(FITC) a una dilucién 1:200 en PBS durante 1 h para detectar el anticuerpo
primario. Se utilizé6 el marcador fluorescente Hoechst-33258 para contratenir los
nucleos al final del procedimiento. Se analizé la actina filamentosa (F-actina)
empleando tincion con rodamina-faloidina. Las células de los portaobjetos se
lavaron finalmente con PBS y se montaron con un medio Vectashield. Se
obtuvieron imagenes representativas de las células mediante microscopia
confocal.

4.5 Interaccion molecular de los multiaductos del Cgp with PBA42

Para comprender las interacciones moleculares entre el PBA42 y los multiaductos
de Ceo, se realizaron calculos por Docking molecular. Todas las simulaciones
independientes constituidas por el PBA42 y el multiaducto respectivo se ejecutaron
y analizaron calculando la desviacion cuadratica media de las posiciones atdmicas
(RMSD) y solo se describe el conglomerado mas poblado (la configuracién que
aparece con mayor frecuencia) para cada multiaducto. Este grupo se calculd
mediante el acoplamiento molecular del centro de cada uno y el multiaducto. Se
realizaron 100 ensayos independientes utilizando Autodock Vina.®! Cada corrida
fue agrupada por RMSD y la mas poblada se us6 para el analisis. Con fines
comparativos, también se estudié la interaccion molecular entre el PBA42 y Ceo.

4.6 Efecto antioxidante de multiaductos del Cgy con sustituyentes disodio
malonato

Se empled el ensayo DPPH para evaluar la actividad antioxidante de las sales
de sodio de los multiaductos (Cs-Cgs(COONa)s, Czy-Ce5(COONa)ig y Th-Coes
(COONa)+2) en funcién de la atenuacién de la absorbancia. Los multiaductos éster
no se evaluaron porque el disolvente que los contiene interfiere con los reactivos
del ensayo DPPH. La variacion de la inhibicion del radical libre DPPH" se detecta
a una longitud de onda de 517 nmM para la absorcion de radicales, y cuando esta
presente una molécula antioxidante, su absorcién disminuye. Se preparé una
solucion metandlica del radical DPPH™ a 200 uM y soluciones acuosas de la sal de
sodio respectiva a 100 uM. En una microplaca de 96 pocillos, se depositaron 65
uL de solucién DPPH" y 130 uL de soluciones acuosas de la sal de sodio en cada
pocillo por triplicado, se evalué a una relacion molar de 1:1 DPPH®/ derivados de
fullereno, seguido de la lectura de la absorbancia a 520 nm en un lector de placas
cada 3 min durante una hora. Se empleé como blanco una mezcla de 65 uL de
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solucion de DPPH™ y 130 pl de agua, utilizada como disolvente en ausencia de la
muestra de sal sddica. El porcentaje de inhibicidn se calculé usando la ecuacion 1.

% De inhibicion = [(A -A1) / A] x 100 (Ecuacion 1)
Donde A = absorbancia del blanco y A = absorbancia de la muestra

4.7 Inhibicion de la Acetilcolinestera (AChE) utilizando multiaductos del
Ceo con sustituyentes disodio malonato

El potencial inhibidor de los multiaductos de sal de sodio sobre la AChE se
determind espectroscopicamente empleando el ensayo de Ellman, basado en la
formacion y cuantificacién a 412 nm de acido 2-nitro-tiobenzoico (TNB), formado
como resultado de la reaccion del tiol (tiocolina) y DTNB y mediada por
colinesterasa. La solucion de AChE se prepar6 disolviendo la enzima en tampén
de fosfato 0,1 M (pH 7,4) para obtener concentraciones finales de 2 U/ml. Se
utilizaron concentraciones de soluciones de multiadductos (sal de sodio) de 8 a 40
MM para inhibir la actividad de AChE. La solucién del ensayo consisti6 en un
tampodn de fosfato 100 uM (pH 8,0), solucion de AChE y cada compuesto evaluado
individualmente; se preincubd a 25 ° C durante 30 minutos, seguido de la adicién
de yoduro de acetiltiocolina 10 mM, una solucion de DTNB 10 pM y una
incubacion posterior a 37 ° C durante 30 min. Cada concentracion se analizd por
triplicado. Se realizé un blanco que contenia todos los componentes excepto
AChE para tener en cuenta la reaccidn no enzimatica como control para
normalizar los datos. El porcentaje de inhibicion se calculd usando la ecuacion 1.

4.8 Sintesis, purificacion y caracterizacion de derivados malonato.

Malono bis-dietilisoftalato amida, MBDEIFA

Para obtener el derivado malono bis-dietilisoftalato amida (MBDEIFA),
primeramente, se llevo a cabo la esterificacion del acido 5-aminoisoftalico (5AIPA)
utilizando SOCI, y etanol (Esquema 4.8.1). Para ello, en un matraz balén de 250
ml conteniendo 5 gr del 5AIPA se adicion6 60 ml de etanol (37.65 eq) y la mezcla
se mantuvo en agitacién a 0 °C en un bafio de agua con hielo. A continuacién, el
SOCI; (2.1 eq) solubilizado en 5 mL de etanol, se adiciond gota a gota (reaccion
muy exotérmica) con ayuda de un embudo de adicion. Después de 5 minutos de
terminar la adicion, el matraz se retira del bafio de hielo para alcanzar la
temperatura ambiente y posteriormente la mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion y reflujo (80° C) durante 24 horas.
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CO,H or CO,Et CO,Et
Etanol + Na,CO3 5 9
1.0 eq HyN + 21eq SOCl, ———— H3N NazCO3 8% H,N
reflujo, 24 hrs agitacion, 12 hrs

COoH CO,Et CO,Et
CO.Et CO,Et

CO,Et o o o o

reflujo
2.0 eq HyoN + 1.0eq MeOMOMe (cr) ———— JJ\/U\
. : 190 oC, 3 hrs Et02Cv N N CO2Et
dimetil malonato H H

CO,Et
Esquema 4.8.1. Sintesis del derivado malono bis-dietilisoftalato amida, MBDEIFA.

Posteriormente el disolvente se evapord a presion reducida con ayuda de un
rotavapor y se adicionaron 70 mL de una solucion al 5% de Na,CO; al sélido
resultante con el fin de retirar los iones cloruro y desprotonar la amina en la
posicion 5. A continuacion, se determind el pH de la mezcla de reaccion para
verificar que éste fuera neutro y se procedid a realizar lavados consecutivos con
50 mL de CHCI; en un embudo de extraccidén, para separar la fase organica
(contiene el aminoisoftalato de etilo) de la fase acuosa. Este procedimiento se
repitié 3 veces mas usando 50 mL de CHCI;, Finalmente, el CHCI; se eliminé con
ayuda de un rotavapor y la muestra resultante se mantuvo a 65° C en una estufa
para su sequedad total. A continuacion, el aminoisoftalato se hizo reaccionar con
dimetil malonato (DMM) sin disolvente, a 185 °C en reflujo durante 5 horas
(Esquema 4.8.1). Una vez finalizada la reaccion, la mezcla se lavd 3 veces con
etanol y se centrifugd a 13000 rpm para eliminar el DMM y el 5AIPA sin
reaccionar. Adicionalmente, la muestra conteniendo el derivado MBDEIFA se lavo
4 veces con acetato de etilo y se centrifugd a 13000 rpm. Finalmente, el
precipitado se seco en una estufa a 80 °C durante 24 hrs.

Malono dietilbenzoato amida, MDEBZA

El compuesto MDEBZA se sintetiz6 haciendo reaccionar dimetil malonato
(DMM) y benzocaina (BZC) a alta temperatura sin el uso de disolvente como
medio de reaccion. Para ello, en un matraz de bola, se mezclé 5g de benzocaina
(3.02 mmol, 2.1 eq) y 1.7337 mL de dimetil malonato (0.151 mmol, 1 eq) y la
mezcla de reaccion se mantuvo en reflujo a 180 °C durante 5 horas (a esta
temperatura la mezcla se encuentra en fase liquida). Un indicador de que la
reaccion concluyé es la ausencia de humo blanco debido a la generacidon de
metanol como subproducto (Esquema 4.8.2). Una vez finalizada la reaccion y que
se alcanza la temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se encuentra en fase
solida.
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2ocarn— Yoo AL, oo Y g g O
UeqHy oEl + 1.0 eq MeO OMe
a 185°C, 5 hrs N N

dimetil malonato H H

Etil 4-aminobenzoato Malono dietilbenzoato amida

Esquema 4.8.2. Sintesis del derivado malono bis-etilbenzoato amida y del malono bis-
dietilisoftalato

4.9 Sintesis y purificacion de fullerenmalonoamidas con sustituyentes
malono bis-dietil isoftalato amida.

Hexaaducto con sustituyentes MBDEIFA en posicion octaedral (HAMBDEIFA).

Una vez caracterizado el sustituyente malono bis-dietilisoftalatoamida (MBDEIFA),
se procedid a realizar la sintesis del aducto del Cgp, conteniendo 6 sustituyentes
MBDEIFA en posicion octaedral (Esquema 4.9.12). Para ello, se siguié una
metodologia modificada propuesta por Sun y col.™ la cual permite la sintesis
directa y regioselectiva del hexaaducto con una adicion octahedral (sin el uso de
dimetil antraceno como plantilla), evitando de esta manera la tediosa
ciclopropanacion sucesiva y purificacion cromatografica de los intermediarios.
Para lograr la sintesis del hexaaducto se probaron diferentes condiciones de
reaccion, las cuales se muestran en la Tabla 4.9.1.

CO,Et CO,Et

20 eq, CBry4, 20 eq DB
o o —_— -
J DCM, 25 °C, 48 hrs
o ° CO,Et o
Vs
MBDEIFA

HAMBDEIFA

Esquema 4.9.1. Sintesis del hexaaducto HAMBDEIFA a partir del C¢ y del derivado MBDEIFA

Para efectuar la reacciéon, en un matraz balén conteniendo 60 ml de DCM se
adiciono el fullereno Cgoy se sonicd durante 10 min para favorecer su solubilidad.
Posteriormente con ayuda de un embudo de adicidon se anadid el compuesto
MBDEIFA y el tetrabromuro de carbono (CBrs), permaneciendo en agitacion
durante 20 minutos antes de la adicion gota a gota (1 gota cada 36 segundos) de
la base 1,8 Diazabicicloundec-7-eno (DBU) solubilizado en 5 mL de DCM. La
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mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y se
monitorio el avance de la reaccion por cromatografia en placa fina deteniendo
finalmente la reaccidén después de 48 horas.

Tabla 4.9.1 Condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis del hexaaducto, HAMBDEIFA.

Reactivo Rx1(Eq) Rx2 (Eq)

MBDEIFA 10 20
Ceo 1 1
CBry4 10 20
DBU 10 20
DCM 41568 41568

Se encontré que las mejores condiciones para la sintesis del hexaaducto fueron
aquellas de la reaccién 2; por lo cual para obtener una cantidad macroscépica de
esta muestra se realizd nuevamente la reaccion a gran escala partiendo en este
caso de 0.086 gr de Ceo. Una vez finalizada la reaccién, se evapor6 el disolvente
bajo presidn reducida utilizando un rotavapor y la muestra del hexaaducto se aisl6
y purificd por cromatografia en columna flash. Para ello, se utilizé silica gel (135
gr) como fase estacionaria y 250 mL de una mezcla Tolueno:Acetonitrilo (90:10)
como fase movil. Una vez que se aislo y purifico el hexaaducto, la fraccion
colectada se evaporé con ayuda de un rotavapor. La muestra resultante se
solubiliz6 en DCM vy se colocé en un vial permitiendo una lenta evaporacion del
disolvente y formacion de una muestra soélida. La muestra del HAMBDEIFA se
analizé mediante espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear de
protén (RMN "H) para confirmar la hexaadicién en posicién octaedral.

Sal del Hexaaducto con sustituyentes malono bis-disodioisoftalato amida
(HAMBDNalFA) y su correspondiente acido (HAMBDAIFA).

Una vez aislado y purificado el hexaaducto con sustituyentes MBDEIFA, se
procedid a sintetizar su sal de sodio correspondiente, siguiendo la metodologia
modificada propuesta por Guldi y col!? La sal de sodio del hexaaducto
(HAMBDNalFA) se obtuvo por hidrdlisis basica del respectivo éster (HAMBDEIFA),
siguiendo las proporciones mostradas en la reaccion 1 de la Tabla 4.9.2. Para ello,
se utilizé 3.3 moles de una solucién de NaOH (1M) en MeOH por cada éster del
hexaaducto; 100 moles de agua por cada mol del hexaaducto y una relacion
volumétrica Tolueno:MeOH 24:1 (Esquema 4.9.2). Primeramente, en un matraz
balon se disolvio el hexaaducto HAMBDEIFA en tolueno, posteriormente se
adicion6 el MeOH y el agua H;O, manteniendo la mezcla en agitacion a
temperatura ambiente durante 1 hora antes de adicionar la solucién metandlica de
NaOH 1M. Después de 30 minutos de agitacion, la sal de sodio comenzé a
precipitar y una vez que la solucién queda transparente (aproximadamente 5
horas) se adicion6 agua para formar 2 fases.
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Tabla 4.9.2 Condiciones de reaccion utilizadas en la sintesis del HAMBDNalFA vy
HAMBDAIFA.

Reactivo Rx1 Rx2
HAMBDEIFA 1 Eq -
HAMBDNalFA - 1 Eq

NaOH 1M (Solucién 79.2 Eq (3.3 Eq por cada i
metandlica) éster en el aducto)

H:S04 1M - 'Sodio an en aducto)
Tolueno:MeOH (24:1 viv) -

H,O 100:1 mol de hexaaducto 117388 Eq

79.3 oq NaOH, IM, H,O
>

Tolueno:MeOH:H,0, 25 °C, 48 hrs

(McOH)

HAMBDEIFA

Na Na H H
. o o
.\1(\0 oo

79.3 eq H2SO4 1M, H,O

H,0, 25 °C, 24 hrs

HAMBDNalFA

Esquema 4.9.2. Sintesis del hexaaducto sal HAMBNalFA y acido HAMBDAIFA a partir del
éster HAMBDEIFA y de la sal HAMBDNalFA, respectivamente.

La fase organica se separ6 de la fase acuosa usando un embudo de separacion,
repitiendo el procedimiento de lavado con tolueno para eliminar cualquier traza del
éster (HAMBDEIFA) sin reaccionar. Finalmente, la fase acuosa conteniendo la sal
de fullereno se evaporé utilizando un rotavapor y se secén en una estufa a 85 °C
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durante 24 hrs.

Una vez formada la sal del hexaaducto (HAMBDNalFA), se procedi6 a realizar su
transformacion al acido correspondiente (HAMBDAIFA), esto en presencia de
H.SO,4 (Esquema 4.9.2); siguiendo las condiciones de la reaccion 2 mostradas en
la Tabla 4.9.2. Para ello, la sal del hexaaducto se solubilizé en 40 mL de agua y
posteriormente se adiciond la solucion de H,SO4 1M, manteniendo la agitacion
constante y a temperatura ambiente durante 24 horas. El avance de la reaccion se
monitored por espectroscopia de infrarrojo. Una vez finalizada la reaccion, el
hexaaducto acido (HAMBDAIFA) se extrajo por medio de lavados con etanol y
centrifugacion para eliminar las sales de Na,SO,4 formadas y el NaOH en exceso,
los cuales son insolubles en este disolvente. A continuacion, una parte del
producto en su forma acida se solubilizé en agua y se le adicioné una cantidad
equimolar de una solucién acuosa de NaOH 1M para convertir el acido a su
correspondiente sal de sodio (HAMBDNalFA). Finalmente, las muestras del
hexaaducto acido, HAMBDAIFA y del hexaaducto sal HAMBDNalFA, se secaron
con ayuda de un rotavapor, se solubilizaron en metanol y se adicionaron a un vial
para la lenta evaporacion del disolvente.

Hexaaducto con sustituyentes MDEBZA en posicion octahedral (HAMDEBZA)

El HAMDEBZA se sintetizé a partir de la ciclopropanacion del Cg a temperatura
ambiente, siguiendo un procedimiento modificado descrito por Sun vy
colaboradores, el cual permitié la sintesis directa y regioselectiva del hexaaducto
con una adicion octahedral sin la necesidad de utilizar dimetil antraceno como
plantilla.”” Para la sintesis de aductos del Cg conteniendo 6 sustituyentes malono
dietilbenzoato amida (HAMDEBZA) se probaron diferentes condiciones, variando
los equivalentes de MDEBZA, CBr4 y 1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU);
asi como el disolvente utilizado. Se encontré que las mejores condiciones para la
obtencion del HAMDEBZA como producto principal corresponde a una relacion de
1 eq de Ceo, 20 eq de MDEBZA, 20 eq de CBrs y 20 eq de DBU, utilizando como
medio de reaccion diclorometano (Esquema 4.9.3). Es importante mencionar que
cuando la reaccion se realizé utilizando los mismos equivalentes de los reactivos y
utilizando una mezcla tolueno/acetona como medio de reaccion, no fue posible la
obtencion del hexaaducto (HADEBZA).
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Esquema 4.9.3. Sintesis del hexaaducto HAMDEBZA a partir del C¢ y del derivado MDEBZA.

En un matraz de balon conteniendo 40 ml de diclorometano se adiciona 20 mg de
fullereno C60 (0.027mmol, 1 eq), 220 mg de MDEBZA (0.55 mmol, 20 eq), y 184
mg de CBr4 (0.55 mmol, 20 eq). Después de 15 minutos de agitacion se agregd
lentamente (aproximadamente 1 gota cada 20 segundos) 83 uL de DBU (0.55
mmol, 20 eq.) diluidos en 5 ml de diclorometano y se mantuvo en agitaciéon
durante 24 horas. El avance de la reaccion se monitored por cromatografia en
placa fina, utilizando como fase madvil una mezcla de tolueno-acetonitrilo (90:10
v/v), mostrando la presencia del Hexaaducto conteniendo 6 sustituyentes
MDEBZA (fraccion color amarilla) como producto principal después de 24 horas de
reaccion. Con la finalidad de aislar y purificar la fraccion del hexaducto a partir de
la mezcla de reaccién, se probaron diferentes mezclas de disolventes como fase
movil utilizando cromatografia en capa fina y se encontr6 que una mezcla
tolueno/acetonitrilo (90/10 v/v) permite la separacion del Hexaaducto (fraccion
amarilla). ElI aislamiento vy purificacion del HAMDEBZA se realizé por
cromatografia en columna sobre silica gel, utilizando aproximadamente 54 gr de
silica y 400 mL de de la fase mencionada. Una vez que se aislo, la fraccion
colectada del HAMDEBZA se evapord con ayuda de una rotavapor y la muestra
solida resultante se sec6 en una estufa a 65 °C durante 24 horas.

Sal del Hexaaducto con sustituyentes malono disodiobenzoato amida
(HAMDNaBZA)

La sal de sodio del hexaaducto (HAMDNaBZA) se obtuvo por hidrdlisis basica del
respectivo éster (HAMDEBZA) siguiendo un procedimiento modificado propuesto
por Guldi y col.l’! Para ello se utilizé 3.3 moles de una solucién de hidroxido de
sodio en metanol (1 M) por cada grupo éster del hexaaducto; 100 moles de agua
por cada mol del hexaaducto y una relacion volumétrica tolueno:metanol de 24:1
(Esquema 4.9.4).
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100 Eq K0,
- 39.6EqNzOH _ a IEq
0 Tolueno/metanol 24/1 v/v

Esquema 4.9.4. Sintesis del hexaaducto sal HAMDNaBZA a partir del éster HAMDEBZA.

Para este procedimiento se adicion6é en un matraz balén 12 mg del hexaaducto
(0.027 mmol), 10 mL de tolueno, 0.58 mL de metanol y 15.8 pyL de agua,
manteniendo la mezcla en agitacion durante 1 hora antes de adicionar 0.174 ml de
la solucién metandlica de NaOH 1M. Después de 30 minutos de agitacion, la sal
de sodio comenzd a precipitar y una vez que la solucion queda transparente
(aproximadamente 2 horas), se adicioné agua para formar dos fases. La fase
acuosa la cual contiene la sal de sodio se separ6 de la fase organica utilizando un
embudo de separacion, repitiendo el procedimiento de lavado con tolueno para
eliminar cualquier traza del éster (HAMDEBZA) sin reaccionar. Posteriormente, se
concentrd la fase acuosa con un rotavapor y se adiciond 89 uL de H2S04 1 M
para transformar la sal del hexaducto en su acido correspondiente permitiendo con
ello eliminar el NaOH en exceso dada la diferente solubilidad del hexaaducto acido
y el NaOH en medio acuoso. Finalmente, el producto en su forma acida se
solubiliz6 en una mezcla acetonitrilo:agua (4:1) y se le adiciond una cantidad
equimolar de una solucién acuosa de NaOH 1M para convertir el acido a su
correspondiente sal de sodio (HAMDNaBZA). Finalmente, el HAMDNaBZA se
concentrd en un rotavapor y se sec6 en una estufa a 80 °C durante 3 horas.

4.10 Caracterizacion de multiaductos del Cg y fullerenmalonoamidas.

Espectroscopia IR: Para la medicién del espectro de infrarrojo de los aductos,
aproximadamente 0.5 mg de muestra se mezclaron con bromuro de potasio (KBr)
y la mezcla resultante se compacto en forma de pastilla. Todos los espectros de
infrarrojo se grabaron a temperatura ambiente, en un equipo Bruker Tensor, con
una resolucion de 2 cm™ y 64 scans para las muestras de los multiaductos y 128
scans para las muestras de fullerenmalonoamidas.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H. Con esta
técnica fue posible caracterizar las muestras del derivado malonato con
sustituyente dietil isoftalato (malono bis-dietilisoftalato amida, MBDEIFA) y el
hexaaducto con 6 sustituyentes dietil malonato y MBDEIFA en posicién octahedral,
HAMBDEIFA. Debido a la gran cantidad de muestra requerida no fue posible
caracterizar las muestras por RMN de 'C. Para efectuar los experimentos,
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aproximadamente 30 mg de la muestra del malonato se disolvieron en una mezcla
de dimetil sulféxido y cloroformo deuterado (1:3 v/v), requiriendo 64 scans para
obtener el espectro. Para el caso de hexaducto, HAMBDEIFA, aproximadamente
20 mg de la muestra se disolvié en dimetil sulfoxido deuterado, realizando 1024
scans para obtener el espectro.

5. Actividades Adicionales

Como Profesor Visitante en la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad
Cuajimalpa se realizaron las siguientes actividades adicionales:

Participacion como responsable del Laboratorio de Quimica y Farmacologia
del Departamento de Ciencias Naturales.

Participacion como Jurado evaluador en el examen Doctoral y disertacion
publica del trabajo de Doctorado de la alumna Gelen Gomez Jaimes
intitulado “Disefio, sintesis y caracterizacion de bloques de construccidn
dinucleares y trinucleares de organoestrafio (IV) y de acido carboxilico para
la posible generacién de para la formacion de macrociclos, cajas y
polimeros de coordinacion. Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria.
En proceso.

Participacion en el Curso-Taller “Violencia Simbdlica” Universidad
Autonoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa. Ciudad de México. Octubre
de 2021.

Participacion en el Curso-Taller “Lenguaje incluyente y no sexista”
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa. Ciudad de
México. Septiembre de 2021.

Participacion en el Curso-Taller “Atencion a la violencia de género y
modelos de buen trato en el aula” Universidad Autbnoma Metropolitana,
Unidad Cuajimalpa. Ciudad de México. Septiembre de 2021.

Participacion como revisor y evaluador de trabajos del 4° Simposio de las
Licenciaturas de la Divisidon de Ciencias Naturales e Ingenieria 2021, en la
Licenciatura en Biologia Molecular. Septiembre de 2021.

Participacion como Jurado evaluador en el examen predoctoral de la
alumna Gelen Gémez Jaimes con la Tesis doctoral “Disefio, sintesis y
caracterizacion de bloques de construccion para la formacion de nuevas
estructuras". Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria. Abril 08 de
2021.

Participacion en el proyecto “Estudio de nanomateriales como parte de una
propuesta para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer” presentado
por el Dr. Gustavo Basurto Islas (responsable técnico) de la Universidad de
Guanajuato, para su evaluacion en la convocatoria CONACYT denominada
“‘Apoyos para la adquisicion y Mantenimiento de infraestructura en
instituciones y laboratorios de investigacion especializada”.

Participacion en el proyecto “Evaluacion in silico de fullerenos
funcionalizados como inhibidores duales de la acetilcolinesterasa y la

autoagregacion del péptido B-amiloide” presentado por la Dr. Susana
Gerstenmaier (responsable técnico) de la Universidad de Guanajuato, para
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su evaluacion dentro de la Convocatoria institucional de Investigacion
Cientifica 2021 de la Universidad de Guanajuato.
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