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Resumen

Se realizo la sintesis una serie de ligantes derivados del 2-(clorometil)bencimidazol
y mercaptanos alifaticos a través de reacciones de sustitucion nucleofilica
bimolecular tipo 2 (Sn2). Los ligantes obtenidos se hicieron reaccionar con la materia
prima de rutenio [Ru(nb-CesHsClz]. obteniéndose asi los correspondientes

compuestos organometalicos.

Para todos los compuestos se determind el punto de fusion y/o descomposicion,
ademas de llevarse a cabo pruebas de solubilidad y se procedi6é a caracterizarlos
mediante técnicas espectroscépicas tales como *H, 13C{*H}, *°*F{*H} y 3'P{*H}-RMN
e infrarrojo, asi como también por técnicas de espectrometria de masas DART y

FAB™ para los ligantes y complejos respectivamente.

Una vez caracterizados los compuestos sintetizados se evalué el potencial biolégico
(antibacteriano, antifungico y citotoxico) donde los ligantes L1 y L2 demostraron
tener el mejor potencial antimicrobiano, mientras que los compuestos metalados
demostraron tener potencial de accién especifico frente a bacterias Gram-positivas
e inhibicion relevante frente a células cancerigenas de leucemia (K562).

Finalmente se evalud la actividad catalitica de los complejos en reacciones de
hidrogenacién de cetonas, teniendo un desempefio bueno bajo las condiciones de
reaccion estudiadas.

14
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Abstract

A series of ligands derived from 2-(chloromethyl)bencimidazole and aliphatic
mercaptans were synthezised via bimolecular nucleophilic susbtitution reactions
(Sn2). With the ligands on hand reactions with [Ru(n%-CsHsCl2]> were performed to

procedure the corresponding organometallic compounds.

For both ligands and complexes melting or decomposition points were determined
and the solubility of these species were also determined. Further characterization by
different spectroscopic techniques such as *H, 13C{*H}, *°*F{*H} y 3P{*H}-MNR and
infrared, DART and FAB" mass spectrometry was also made for both ligands and

complexes.

The biological activity (antibacterial, antifungal and cytotoxic) for the synthesized
compounds was evaluated. Thus ligands L1 and L2 exhibited the best antimicrobial
activity, while Ru(ll) compounds showed promising specific action against Gram-

positive bacteria and relevant cell inhibition against leukemia cancer cells.

Finally, the series of complexes exhibited good performance in the hydrogenation
reaction of ketones under the reaction conditions studied.

15
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El bencimidazol y sus derivados conforman una importante clase de moléculas bio-
activas; que desde su descubrimiento en la naturaleza en 1950 como ligante axial
para el cobalto dentro de la vitamina Bi12 (N-ribosil-dimetilbencimidazol) han sido
estudiados en diversas areas de investigacion tal como la industria farmacéutica, ya
que presenta propiedades antihelminticas, antifingicas y antiprotozooarias que lo
hacen un compuesto con un gran potencial de accidn en esta area. Por este hecho
en los ultimos afos el campo de investigacion de este tipo de compuestos ha crecido
enormemente ya que se han descubierto propiedades adicionales a las ya
conocidas; tales como: antioxidantes, antiinflamatorias, analgésicas,
antihipertensivas, contra el virus de la hepatitis B, y la mas relevante

anticancerigenas.

Asi mismo, se ha descubierto que la presencia de uno o mas centros metalicos en
la estructura de dichos compuestos potencializa su efecto terapéutico, tal es el caso
de los farmacos de platino que son cominmente utilizados en terapia contra el
cancer, como por ejemplo el cis-platino y oxalilplatino, que a pesar que han
demostrado una gran efectividad como agentes quimioterapéuticos presentan una

gran cantidad de efectos biol6gicos adversos.

Ante este hecho, se han buscado nuevas alternativas dentro de la misma familia de
elementos que acompafian al platino dentro de la tabla periddica. Asi, el rutenio se
ha convertido en una de las opciones de reciente auge presentando amplia
versatilidad y diversas ventajas biolégicas en comparacién con el platino.

Por otro lado, los compuestos de coordinacidbn presentan, en general,
multifuncionalidad en las aplicaciones que se les puede dar en diferentes areas de
la quimica, como en la sintesis de nuevos productos, la quimica organometalica,
bioquimica o la catalisis. En este sentido la catalisis ha representado una aplicacién
fundamental para este tipo de compuestos; donde, el rutenio ha sido vastamente
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utilizado como materia prima en la sintesis de nuevos compuestos con diversas

aplicaciones a nivel industrial.

Cabe mencionar que en la rama de la catalisis se ha buscado optimizar las
condiciones en los procesos de reaccion, reducir tanto la cantidad de los
subproductos como el numero de intermediarios en una reaccion, asi como abatir
el tiempo de reaccion en estos procesos. Actualmente existen cuatro procesos que
son relevantes en el campo de la catalisis: reacciones de oxidacién, reacciones de

hidrogenacién, formacion de enlaces C-C y activacion de enlaces multiples C-C.

Bajo este contexto se presenta la sintesis y caracterizacion de una serie de
compuestos derivados del 2-(clorometil)bencimidazol y mercaptanos alifaticos asi
como de sus derivados con Ru (II) con el propdsito de observar y comparar su
actividad biolégica (antimicrobiana, antifngica y citotdxica) y catalitica en
reacciones de oxidacion de derivados de alcoholes a-metilbencilicos e

hidrogenacion de cetonas.
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ll. Antecedentes
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El bencimidazol es una molécula de relevancia cientifica, que se descubrié como
ligante axial dentro de la cobalaminal®® (vitamina Bi2) (Figura 1). También el anillo
imidazdlico se ha encontrado como parte fundamental de la histidina (Figura 2), la
cual es un aminoacido esencial que no es sintetizado por los humanos y sélo se
obtiene mediante la ingesta de plantas y hongos; esta sustancia participa dentro del
sistema inmune, asi como en el desarrollo y manutencion de los musculos y tejidos.
De igual forma la histamina (Figura 2) contiene un anillo de imidazol en su estructura
y es un componente activo del sistema inmune, ademas de actuar como

neurotransmisor dentro del sistema nervioso centrall€l16l,

HO

Figura 1. Bencimidazol como ligante dentro de la vitamina Buz.
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Figura 2. Estructura de la histidina (izquierda) e histamina (derecha).

Ante esto, la investigacion sobre el imidazol, el bencimidazol y sus derivados ha
presentado numerosos avances y aplicaciones dentro de una gran variedad de
areas de la ciencia. En el area farmacéutica, los derivados mas relevantes del
bencimidazol han mostrado alta biodisponibilidad y buena eficiencia
farmacocinétical®liz3li24l33l: por |o anterior han sido utilizados tradicionalmente como
agentes antimicrobianos, antifingicos y antibacteriales. Todos ellos comercialmente
disponibles y que incluso han llegado a ser productos de uso cotidiano como el
albendazol, utilizado como antihelmintico de alto espectro de administracion oral
efectivo para el tratamiento de infestaciones causadas por una diversidad de
parasitos; o como el omeprazol que es utilizado en el tratamiento de Ulcera gastrica

y duodenal asociada con la bacteria Helicobacter pylori (Figura 3).

H
N O H
0 N \ )—NH
| \/\S N )*O
0— o
Omeprazol Albendazol

Figura 3. Farmacos comercialmente disponibles derivados del bencimidazol.

Recientemente se han agregado nuevas aplicaciones a las ya antes mencionadas,
gue van desde agentes quimioterapéuticos, antitubercular, antiprotozooario,
anticoagulante, analgésico, anticonceptivo, con actividad frente al VIH, entre

otros!33I44I58I69l (Figura 4).
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Figura 4. Aplicaciones de los derivados del imidazol.

Dentro de las aplicaciones més importantes se encuentran las relacionadas a las
enfermedades del nuevo siglo; como el cancer, en donde se tienen farmacos
altamente efectivos demostrando que la presencia de unos 0 mas centros metalicos
en la estructura de los compuestos mejora el desempefio de los derivados organicos
potencializando su efecto terapéutico, como lo son el cis-platino (sarcomas,
carcinomas, linfomas y tumor de células germinales) el oxalilplatino (cancer de colon
o rectal diseminado) o el carboplatino (tumores de ovarios, pulmones, cuello y

cerebro) (Figura 5). Sin embargo la presencia de efectos negativos significativos
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relacionados a los efectos secundarios y/o a la farmaco-resistencia que presenta el

portador a los mismos representa una desventaja enorme. [0l

o H
HzN /, \\C| HzN /, \\\O O;\N//, \\\O O
'Pt- ‘Pt Pt
7N 7 \/E
HyN Cl HoN \o N/ \o o)
O H

cis-platino carboplatino oxalilplatino

Figura 5. Farmacos de platino cominmente utilizados en la terapia contra el cancer.

Ante esta tendencia se han buscado nuevas rutas para la sintesis de nuevos
compuestos para mejorar la eficiencia de estas sustancias, y eliminar ciertos efectos
secundarios; en este sentido dentro de la diversidad de atomos metélicos presentes
en la tabla periédica aquellos del grupo 10 son los que se han utilizado
mayoritariamente. Pero en los Ultimos afios han sobresalido aquellos compuestos
gue contienen rutenio, que presenta propiedades citotoxicas y cataliticas en

diferentes reacciones de gran utilidad en sintesis organica.Fl

El rutenio presenta grandes ventajas en comparacion de otros elementos del grupo
10 como el platino o el paladio, ya que es el elemento que tiene el mas amplio
numero de estados de oxidacion que van desde -2 hasta +8, por este motivo, puede
adoptar diferentes geometrias al coordinarse (Esquema 1). En la Tabla 1 se
presentan ejemplos representativos de las diferentes formas de coordinacion del

rutenio. 46171

Esquema 1. Estados de oxidacion del rutenio.

Tabla 1. Estados de oxidacién y geometrias del rutenio.
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Estados de NUmero de i _
) ) ) » Geometria Ejemplo
Oxidacion Coordinacion
Ru(0) 5 bipirdmide trigonal Ru(CO)s
,\\\\
5 bipirdmide trigonal RuHCI(PPh3)s
Ru(ll)
6 octaédrico ) X RuCl.CO(PR3)3
I’:, ‘\\\
Ru(Il) 6 octaédrico [Ru(NH3)sCl]?*
Ru(VI) tetraédrico RuO4*
Ru(VII) tetraédrico ) RuO«
Ru(VIII) tetraédrico RuOa4

Las caracteristicas de reactividad que presentan los complejos de rutenio son las

siguientes:

O O O O

Alta acidez de Lewis.

Bajos potenciales rédox.

Alta capacidad de transferencia de electrones.

y complejos metal-carbenos.

@]

Menor toxicidad con respecto a otros metales.

0 Semejanza con el hierro.

o0 Tasas bajas de intercambio de ligantes.

Formacion de diferentes especies metalicas como: oxometales, metalociclos

Cabe destacar que dentro de estas propiedades las que demuestran mayor

versatilidad y utilidad en el area farmacéutica son el amplio intervalo de estados de

oxidacion, lo que permite, bajo condiciones fisiolégicas fluctuar entre ellos

intracelularmente debido a que en el rutenio la barrera energética de interconversion

entre dichos estados es relativamente baja (Figura 6).5

Pt

Pt2*

| Tasaaproximada de division celular }—O
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Figura 6. Tasa de intercambio de ligantes.

Adicionalmente el rutenio tiende a formar complejos octaédricos, lo cual brinda la
posibilidad de explotar dos sitios adicionales de coordinacion comparado con los
complejos de Pt(ll), que adoptan una geometria cuadrada plana generalmente.

Ademas el rutenio puede formar enlaces quimicos fuertes con una amplia gama de
atomos, de acuerdo a la “dureza” quimica y la electronegatividad que presenten
estas entidades, significando asi que no sdlo se podria enlazar con moléculas como

el ADN, sino con una cantidad mayor de biomoléculas como las proteinas.[>0li26128](30]

Finalmente, en la literatura se ha postulado que los compuestos de rutenio podrian
ser menos téxicos que los farmacos del platino debido a la “activacion por
reduccion”. Esto se basa en que los complejos de Ru(lll) son mas inertes que los
de Ru(ll), este efecto puede ser atribuido a la carga nuclear efectiva (Zetr) ya que es
mayor en el Ru(lll) que en el Ru(ll). Paralelamente las células cancerosas tienden
a tener un ambiente quimico mas reductor que las células sanas donde
consecuentemente la concentracién de oxigeno molecular disminuye (debido a su
mayor tasa metabdlica); teniendo esto en cuenta se podrian suministrar compuestos
de rutenio en estado de oxidacion lll (mas inerte) reduciendo (activando) las células

cancerosas y causando la menor cantidad de dafio a las células sanas.

Aunado a esta hipotesis, el hecho de que el rutenio se encuentre ubicado en la
misma familia que el hierro nos permite postular que el rutenio puede
potencialmente suplantar al hierro en diferentes bioestructuras, como las proteinas;

i.e. la transferrina.[261(501(72]
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Debido a las caracteristicas mencionadas, algunos compuestos de rutenio que se
han probado frente a diversas lineas celulares de cancer han demostrado causar
menos dafios colaterales y efectos adversos sobre la salud como el dafio en el
sistema nervioso, pérdida de cabello y nauseas que los farmacos de platino

provocan.

Tal es el caso de los farmacos NAMI-A y KP1019 (Figura 7), ambos compuestos
fusionan el potencial farmacologico del imidazol con el rutenio y que actualmente se
encuentran  bajo evaluacibn en pruebas clinicas como farmacos

anticancerigenos.BIeI7IEI0]

~ e
H

[N> cl ¢ |MN

N/ § cl”| “CI

N

CI>| iC| ) “ NH
cl”| “Ci oN

Ss

/l\o

NAMI-A KP1019

Figura 7. Nuevos farmacos de rutenio probados como terapia frente al cancer.

Ambos farmacos (NAMI-A y KP1019) son compuestos de coordinacién, que se
propone son facilmente hidrolizables y podrian “activar” moléculas reduciéndolas
atacando asi al cancer en la célula. Estructuralmente ambos complejos contienen
como centro metalico al Ru®*, cloruros y ligantes imidazol o bencimidazol dentro de

su estructura asi como un derivado del imidazol como contra ion.

A pesar de éstas semejanzas estructurales, la actividad anticancerigena que
presentan cada uno es significativamente diferente; ya que, el KP1019 actua frente
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a cancer primario (la primera masa tumoral formada en los pacientes) mientras que
el NAMI-A es activo frente a células tumorales secundarias (i.e. la metastasis que
se forma del tumor primario y que se puede mover a diferentes 6rganos por diversas

vias).

Por otro lado, los compuestos de coordinacion han demostrado una gran
versatilidad en los usos y aplicaciones que se les ha dado, como en el caso de la
catalisis, cuyo principal objetivo es el de hacer mas eficientes los procesos de
sintesis a nivel industrial asi como la eliminacion o reducciéon de subproductos,
aumentando la velocidad de reaccién y/o generando mayores porcentajes de

conversion en menor tiempo.

Debido a su gran versatilidad, el rutenio se ha utilizado ampliamente en la industria
para diferentes procesos cataliticos, en la generacion de productos de alto valor
agregado. Estos procesos van desde formacién de metalociclos, activacion del
enlace C-H, formacion de vinildenos hasta la activacion de enlaces C-C; como se

muestra en la Figura 8.

Los estados de oxidacion +2 o +4 son los mas versatiles para los procesos
cataliticos debido a la quimica rédox que presentan entre estos estados y las
diversas geometrias de coordinacién que brindan grandes posibilidades de reaccién
en ciclos cataliticos. En el Esquema 2 se muestran diferentes métodos de obtencién
de precursores de rutenio frecuentemente utilizados en la sintesis de nuevos

catalizadores.

OH 0.01-1% mol Ru cat
’ 1% mol Ru Cat NMOICH,Cl,/3 h
, '/‘\‘“\j’/\r"/j Kf-amyl % mol T’/ﬁw/‘“w/ﬁ\ A - —
- | 0.25 M disolvente | | 23 Mg
N o 1518 h N N R R
80 °C R=R'=Alquil/Aril
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Figura 8. Procesos cataliticos donde intervienen compuestos de rutenio.

T (n-PraN)(RuO,) RUCPHICO):  Ruci(co)al,
Q'R"u/\RlIJ"O RuCICp*(COD)
R (PryN)OH CsHe CHCI;

T Lo,
RuO, RU3(CO}5————=Ru(CO)4(P(OMe)s)

< PPhs  [RuCI,Cp*l, P(OMe);

RUCL,Cp*(PPhs)
CSMESH NaIO4 CO,Zn

PPh,

-MeCgH,CHMe PPh4/MeOH PhCHN, ©1" |
P e el nHp0 R MEORL o iy (PPhg) N2, ™ Ru==CHPh

c” |
/ NaBH, PPh,
1.5-CgHy HCHO/PPh, PPh,

Ru(COD)(cot) Zn
dmpe
Ha

RuCl,(p-cimeno)],

J

RuH,(dmpe), RuH5(CO)(PPhs)s RuHy(PPh3)s

Esquema 2. Precursores de rutenio y su obtencién.

Comparado con otros complejos metalicos tales como el Rh, Ir y Co los complejos
de rutenio generalmente tienen menor actividad catalitica en hidrogenaciones
simples o de alquenos funcionalizados. Usualmente los complejos de rutenio son
usados en hidrogenaciones quimioselectivas debido a su reactividad; caso contrario
se observa en las hidrogenaciones asimétricas efectuadas con complejos de rutenio
y ligantes fosfino quirales en catélisis homogénea como se muestra en el Esquema
3.
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RuCly/P(m-CgH4SO3Na);

/\ RUHCI(PPhs)s. \ o H. (20 atm)
H, (1 atm) Ny tolueno, buffer X-"0H
benceno, EtOH 35°C
25 °c 97%
(1) %)
Ru Cat.
H-> (50 atm)
ZrO,, ZnSOy, aq.
150 °C

60%
©)

CaseRE "l ape!
Moo H, (135 atm) VO

4)
Esquema 3. Hidrogenaciones con complejos de rutenio. (1) Hidrogenacidn quimioselectiva de poli

olefinas. (2) Hidrogenacién quimioselectiva de aldehidos. (3) Hidrogenacion regioselectiva de

hidrocarburos aromaticos. (4) Hidrogenacién enantioselectiva.

Los complejos de rutenio de baja valencia catalizan la oxidacién de alcoholes y a
compuestos hidroxi- relacionados en combinacién con diferentes oxidantes; tales
como el tert-BuOOH, AcOOH, H>02, PhlO, N-Oxido de la N-metil morfolina y el N-
oxido de la piridina. Alcoholes secundarios son convertidos en la correspondiente

cetona y los alcoholes primarios son normalmente oxidados en &cidos carboxilicos

(Esquema 4).
7 RuckLPPhy)s 9 OH OH
‘BuOOH RUCly(PPhs)s
Acetona '‘BuOOH
r.t. EtOAc
99% R R "OOtBu

Esquema 4. Oxidacién de alcoholes con complejos de rutenio.

En el grupo de investigacion del Dr. Morales se han investigado este tipo de ligantes
y complejos derivados del Ru(ll) (Figura 9), demostrando su potencial catalitico en

reacciones de oxidacion de alcoholes; asi como también su accion citotdxica contra
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células de cancer de prOstata y mama y actividad antimicrobiana con resultados

prometedores frente a bacterias Gram-positivas como E. coliy S. epidermidis.

H
N
7
N_ /S
c” X |

.

Cl

19

PFe N Cl
/
e

Figura 9. Compuestos sintetizados en el grupo de investigacién del Dr. Morales con actividad

citotoxica relevante.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

31


http://www.novapdf.com/

l1l. Objetivos

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

32


http://www.novapdf.com/

Objetivo general

Sintetizar una serie homoéloga de compuestos derivados del 2-
(clorometil)bencimidazol y mercaptanos alifaticos con Ru(ll), evaluar su actividad
catalitica en reacciones de oxidacion de alcoholes a-metilbencilicos y en la
hidrogenacion de benzofenona; asi como también evaluar su actividad citotoxica y

antimicrobiana.

Objetivos particulares

0 Sintetizar una serie de ligantes derivados de 2-(clorometil)bencimidazol y

mercaptanos alifaticos.

o0 Sintetizar los correspondientes compuestos organometélicos de Ru(ll) con
los ligantes previamente obtenidos.

o Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas convencionales (IR, RMN
IH,3C{*H}, 3'P{*H}) y espectrometria de masas todos los compuestos
obtenidos.

o Evaluar la actividad catalitica de los compuestos de rutenio obtenidos en la
reaccion de oxidacién de alcoholes a-metilbencilicos.

o Evaluar la actividad catalitica de los compuestos de Ru(ll) sintetizados en la

reaccion de transferencia de hidrogeno en la benzofenona.

o Evaluar la actividad biologica (antimicrobiana, antifingica y citotéxica) de los
compuestos obtenidos frente a diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, asi como para dos cepas diferentes de hongos y seis lineas
celulares de cancer humano (glia del sistema nervioso-U251, prostata-PC-,
leucemia-K562, colon-HCT-15, mama-MCF-7 y pulmon-SKLU-1).
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V. Hipotesis
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Sera posible la sintesis de los ligantes y complejos de Ru(ll) derivados del 2-
(clorometil)bencimidazol y tioles alifaticos. Dichos compuestos presentaran
actividad catalitica relevante en reacciones de oxidacion de alcoholes y de
hidrogenacién de cetonas. Ademas se esperard que estos ligantes y complejos
exhiban buena actividad bioldgica (citotoxica, microbiana y antifingica).
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V. Sintesis
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Sales de plomo tioladas.

Se llevo a cabo la sintesis de los precursores [Pb(SR)2] de los ligantes a través de
una reacciéon de metatesis entre el Pb(CHzCOO): el tiol correspondiente (SR= iso-,
sec- y tert- butanotiol ) en una mezcla metanol:agua (1:10) a temperatura ambiente;
al finalizar la reaccion se observa un precipitado de color amarillo el cual
corresponde a la sal de plomo deseada. En el Esquema 5 se muestran las

condiciones de reaccion utilizadas.

O o] O
I po L 2HsR MEOHHELppfer) + 2 L
H;C™ O7 "0 "CHs 24 h; T.a. 2 HsC~ OH
/
-
Esquema 5. Reaccién general para la sintesis de sales de Pb(ll).
Ligantes

Los ligantes se sintetizaron a través de reacciones de sustitucion nucleofilica
bimolecular (Sn2) entre el 2-(clorometil)bencimidazol (nucle6fugo) y la sal [Pb(SR)2]
correspondiente (nucledfilo). El disolvente utilizado (1,2-dicloroetano) fue secado
con sulfato de sodio anhidro (Na,SO4) y reservado bajo atmésfera inerte!. La

reaccion se muestra en el Esquema 6.

1 El disolvente es secado y desgasificado debido a que la presencia de oxidantes; tales como el agua o el
oxigeno del aire disueltos en él favorecen la formacion de los disulfuros correspondientes mediante un
acoplamiento oxidativo en similitud a lo propuesto por Sasson, et. al.[5] en 2005 (Esquema 7)
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H
N 22-24 h N
2 + Pb-(SR)z 2 + PbCL| + R-S-SR
@ /> \ 1,2-dicloroetano E;[N/> _\SR ¢

N Cl }

~
Esquema 6. Reaccidn general para la sintesis de ligantes.

La reaccion se ve favorecida de acuerdo al principio de Le Chéatelier debido a la
formacion del precipitado de cloruro de plomo, ademas de que la energia de red
cristalina de la sal formada es mayor a la de los reactivos, favoreciendo aun mas la

formacion de los ligantes deseados.

Se verifico el avance de reaccion mediante cromatografia en capa fina, ademas se
puede comprobar visualmente dicho avance con el cambio de color de amarillo a
incoloro de la mezcla de reaccion. También se observo la aparicibn de un
precipitado blanco en la mezcla de reaccion que se debe a la presencia de cloruro

de plomo, que nos indica el término de la reaccion.

Al finalizar el tiempo de reaccion (22-24 h) la disolucion obtenida se filtr6 al vacio a
través de celita para retirar el cloruro de plomo. Se verificaron los productos
formados mediante cromatografia en capa fina, en un sistema 1:1 hexano:acetato
de etilo donde se observd el ligante deseado, como subproductos el disulfuro

correspondiente y 2-(clorometil)bencimidazol remanente?.

2En el espectro de masas DART de los compuestos L1 y L3 se evidencia la formacion de un polimero de
los ligantes (Figuras 10,12 y 13) presumiblemente sea debido a la alta concentracion presente del
bencimidazol en el seno de reaccion. Debido a este hecho la cantidad de bencimidazol disponible para
las reacciones se ve limitado a no mas de 100 mg por reaccion.
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El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna con el sistema
(Hex:AcOEt; 1:1) obteniéndose un porcentaje de rendimiento de entre 75-85%
(Tabla 2).

Los ligantes obtenidos son solubles en disolventes polares, tales como acetona,

acetato de etilo, metanol, etanol, entre otros.

Tabla 2. Algunas propiedades fisicas de los compuestos sintetizados.

Color

Compuesto %Rend P.f.[°C] _ i i
Solido Disolucién

NH
7\

N S‘é 85 115.0-115.6 Blanco Incoloro
L1

NH
/ \
N S‘<; 83 117.6-118.6 Blanco Incoloro
L2

NH
/
N s
‘>7 75 125.5-126.1 Blanco Incoloro

L3

2-(clorometil)bencimidazol 146.0-148.0 Naranja Amarilla

La formacién del disulfuro se puede explicar con un mecanismo que propone que
posterior a la formacién del ligante deseado, la formacion del tiolato entra en
competencia para asi formar el disulfuro correspondiente en presencia de oxigeno
molecular y en presencia de una base reacciona con el oxigeno generando asi un
radical y el i6bn peroxido. Dicho radical posteriormente dimeriza formando asi el

disulfuro como subproducto de la reaccidon como se aprecia en el Esquema 7.
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(1) H
H N N
N
2 />—\ +28—R4>2E>/>_\ + PbCl,
cl N S—R
\\sz"

2 2 SR + 0O

2°s-R + 0,2

2°s-R ———— R-s-S-R
Esquema 7. Mecanismo propuesto para la formacion de disulfuros. (1) Formacion del ligante. (2)

Formacién del disulfuro.

Sintesis de [Ru(n®-CsHesCl2]2

Este compuesto se sintetizd de acuerdo al procedimiento descrito por Benneth et.

al. ® como se muestra a continuacion (Esquema 8):

Cls* nH,O +® o T e~ 4+ HCI
1L4h;T.a. S

P Cl Cl

X

/

Esquema 8. Sintesis del precursor de rutenio.

Sintesis de complejos

Los complejos de Ru(ll) se sintetizaron de acuerdo al Esquema 9 siguiendo una
reaccion de intercambio de ligante entre el dimero de rutenio y los diferentes
compuestos organicos obtenidos.
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H ®
§ of 2 ©:N>_\
cl . KPF 7 o
AN A 6
2®[/> T SR DRI 2 No SR | FFe ke
N SR N Cl cl MeOH/H,0 Rug
7 Ta. cl @
/
SR < :
~

Esquema 9. Reaccidén general para la sintesis de complejos de Ru(ll).

Esta reaccion se ve favorecida debido a la labilidad del enlace p-Cl del dimero de
rutenio, cabe mencionar que la reaccion de formacion del cloruro de potasio
constituye la fuerza directriz de la reaccién desplazando el equilibrio hacia la

formacion de productos.

El término de la reaccion se verific6 mediante cromatografia en capa fina, en donde
se observo el remanente de materia prima que no reacciond y el complejo formado.
Visualmente se puede verificar este avance mediante el cambio de color de la
mezcla de reaccion, el cambio de color dependera del ligante utilizado y se resume

en la Tabla 3.

Los complejos se purificaron pasandolos por una columna de celita para eliminar la
materia prima residual, posteriormente la disolucién restante se evaporé hasta
obtener un soélido colorido (Tabla 3), dichos sélidos se reservaron para su posterior
analisis. El porcentaje de rendimiento de los complejos es entre 90-95%, lo que nos

indica que la reaccion es cuantitativa.
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Tabla 3. Compuestos de Ru(ll) sintetizados y algunas de sus propiedades.

Color
Compuesto %Rend P.f.[°C] __ : _
Solido Disolucion
B 1®
NH
(Lo
N 6 B Amarillo-
, 95 189.5-191.2 Rojizo _
Cl @ naranja
c1
B 1®
NH
(Lo
N 6 B Amarillo-
, 94 158.0-158.8 Rojizo _
Cl @ naranja
C2
NH e
/
N S S .
Ry } re 90 176.7-177.6  Roji Amarilo-
y 7-177. 0jizo
CI@ ) naranja
C3
N
Cl{ CI_ /\/ / >95 242 Rojiza Naranja
X
N ¢’
/
RuClsnH20 >500 Negro
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Ligantes

Los ligantes derivados del 2-(clorometil)bencimidazol y tiolatos alifaticos L1, L2y L3
se caracterizaron por técnicas convencionales de andlisis; tales como
espectrometria de masas (DART), espectroscopia infrarroja, andlisis elemental,
resonancia magnética nuclear (*H y 3C{*H}-RMN). Debido a la semejanza
estructural de los ligantes obtenidos se discutirAn comparativamente las diferencias
significativas de la serie de compuestos sintetizados.

Espectrometria de masas

Se efectuaron experimentos utilizando la técnica de ionizacion de masas DART
(Direct Analysis in Real Time, por sus siglas en inglés) para el andlisis, donde se
observan diversas sefales correspondientes a pérdidas debidas a la fragmentacion
de la molécula. De dichas sefales el ibn molecular de cada uno de los compuestos
sintetizados, al ser isémeros estructurales es el mismo ubicandose en 221 m/z
(M+1); la sefial ubicada en 222 m/z corresponde al fragmento M+2 del ion molecular
debido a la isotopia del nitrdgeno (**N) (Figura 10). En el caso de los ligantes L1y
L3 se logra observar una sefial en 441 m/z la cual corresponde al disulfuro del
ligante (Figuras 10 y 12); para el caso del ligante L3 se efectu6 el andlisis de masas
DART del compuesto impuro (con el ion fragmento del disulfuro) (Figura 12) y con
un grado de pureza mayor; es decir, Unicamente con el i6n fragmento

correspondiente al ion molecular M+1 en 221 m/z (Figura 13).

|
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Figura 10. Espectro de masas DART del compuesto L1 2-((tert-butiltio)metil)-1H-bencimidazol.
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Figura 11. Espectro de masas DART del compuesto L2 2-(sec-butiltio)metil)-1H-bencimidazol.
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Figura 12. Espectro de masas DART del ligante L3 2-((iso-butiltio)metil)-1H-bencimidazol.
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"Figura 13. Espectro de masas DART del ligante L3 2-((iso-butiltio)metil)-1H-bencimidazol sin el ion

fragmento correspondiente al dimero.
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Espectroscopia infrarroja

En ésta técnica de caracterizacién espectroscopica fue posible identificar diferentes
bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en los compuestos
obtenidos, tales como las correspondientes al anillo aromatico, al enlace N-H del
anillo imidazélico (3000-3060 cm?), el enlace C-S (570-640 cm?) y las
correspondientes al metileno presentdndose a continuacién para cada uno de los

ligantes (Tabla 4).

Tabla 4. Bandas caracteristicas observadas en los experimentos de IR para los ligantes L1, L2 y

L3.
Compuesto
Grupo
L1 vicm?] L2 vicm?] L3 vicm?]
(d) 802 (d) 798 (d) 802
(d) 836 (d) 841 (d) 843
N-H (d) 861 (d) 865
(d) 1589 (d) 1515 (d) 1587
(d) 1621 (d) 1620 (d) 1621
C-S (st) (d) 578 (d) 513
(m) 1395 (m) 1382 (m) 1382
CH2 (m) 1425 (m) 1437 (m) 1430
(m) 736 (m) 738 (m) 737
Sust. Aromética (m) 2921 (f) 2918 (f) 2930

d: débil, m: media, f: fuerte

Para los experimentos de IR obtenidos de los ligantes (L1, L2 y L3) no se observan
cambios significativos debido al cambio en la posicion de atomos por la isomeria

presente en los compuestos sintetizados.
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Figura 14. Espectro de IR del compuesto L1 2-((tert-butiltio)metil)-1H-bencimidazol obtenido en

pastilla de KBr a T. ambiente.
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Figura 15. Espectro de IR del compuesto L2 2-((sec-butiltio)metil)-1H-bencimidazol obtenido en

pastilla de KBr a T. ambiente.
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Figura 16. Espectro de IR del compuesto L3 2-((iso-butiltio)metil)-1H-bencimidazol obtenido en

pastilla de KBr a T. ambiente.
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Resonancia Magnética Nuclear (*H, 3C{'H} RMN)

Se efectuaron los experimento de resonancia magnética nuclear para la serie de
ligantes L1, L2 y L3 para corroborar la obtencion de estos, asi como también
observar la influencia de la isomeria estructural presente en los mismos, ademas se
resalta la simetria de las moléculas ya que gracias a esta se observa el protén del
imidazol entre el intervalo de 6 4.5-5.5 ppm y se esperara una sefial de intensidad
media-baja, ancha y que integrara para 0.5 protones, ya que en disolucion este tipo
de protones se intercambian entre los nitrdgenos del anillo imidazol que lo
conforman. De ésta manera se lograron obtener los espectros que se presentan a

continuacion.

!H-RMN

Se presenta el espectro obtenido para el compuesto L1, el cual tiene como
sustituyente al tert-butilo, se observan 4 sefiales: una sefial en 6 7.40 ppm y otra en
6 7.05 ppm atribuibles a los protones unidos al anillo aromatico del bencimidazol,
subiendo hacia campo alto en & 3.95 ppm se encuentra una sefial simple que
corresponde al metileno y finalmente desplazado hacia campo mas alto sobre 6 1.15
ppm se encuentra una sefial simple asignable a los 9 protones de los metilos
correspondientes al tert-butilo, en este caso so6lo se observa una Unica sefial debido

a que dichos protones son quimicamente equivalentes.

Adicionalmente se observan dos sefiales no muy intensas en el intervalo de 6 0.5 a
2.0 ppm que corresponden a los disolventes utilizados ya sea durante la sintesis de
los compuestos o bien de los experimentos de resonancia. La sefial sencilla (a) en
60 1.92 ppm corresponde al acetato de etilo utilizado durante la purificacion del
compuesto, la sefial a campo mas alto sobre 6 0.75 ppm (b) es asignable al hexano

acarreado de la cromatografia en columna para purificacion.
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Figura 17. Espectro de *H-RMN obtenido del compuesto L1 en acetona-ds a 300 MHz
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Para el espectro del compuesto L2 se observan 10 sefales dentro de las cuales las
correspondientes a los protones del compuesto son las ubicadas en 6 7.41 ppm (2)
y 6 7.05 (1) correspondientes a los protones aromaticos del bencimidazol, hacia
campo bajo se encuentra una sefal sencilla en 6 3.86 ppm (3) asignada a los dos
protones del metileno, mas adelante se observa una sefial que se atribuye al protén
del carbono terciario, ademas de que la multiplicidad corresponde a la esperada,
desplazado hacia campo mas bajo se encuentra una sefial en 6 1.4 ppm (6) que se
asigna a los dos protones del metileno vecino al metilo terminal que se ubica en &
0.76 ppm (5) con una sefal triplete con multiplicidad de 3 y finalmente se encuentra
el otro metilo terminal, que debido al tipo de sustitucion del sec-butilo se encuentra
en 6 1.10 ppm (4) con un doblete que integra para 3 protones quimicamente

equivalentes.

Asi mismo se notan tres sefales correspondientes al acetato de etilo que se utilizé
para la purificacién por cromatografia en columna ubicados en 6 4.09 ppm (A), 6
1.92 ppm (B) y 6 1.15 ppm (C).

Finalmente para el compuesto L3 2-((iso-butiltio)metil)-1H-bencimidazol se
observan 6 sefales que corresponden a las sefales esperadas de acuerdo con la
isomeria del iso-butilo, éstas sefiales se ubican de campo alto a campo bajo en el
siguiente orden: en 6 7.38 ppm (2) y 6 7.05 ppm (1) con el patrén y multiplicidad
caracteristica para un anillo aromatico disustituido (del bencimidazol), mas adelante
se encuentra una sefial sencilla en 6 3.82 ppm (3) asociada a los protones del
metileno vecino al bencimidazol, también se nota el patrén caracteristico para el iso-
butilo correspondiente a una sefial doble en 6 2.32 ppm (4), un quintuplete en 6 1.65
ppm (5) y una sefal sencilla intensa en 6 0.80 ppm (6) asignadas a los protones del
metileno, el carbono terciario y metilos terminales del iso-butilo respectivamente. Al
igual que en los espectros anteriores se observan las sefiales del acetato de etilo
residual (a,b) proveniente de la purificacién.
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Figura 18. Espectro de *H-RMN obtenido en acetona-ds a 300 MHz para el compuesto L2 2-((sec-
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de los compuestos L1, L2 y L3 obtenidos de *H-RMN a 300

MHz en acetona-de.

Asignacion de nucleos de hidrégeno en la molécula

Ligante
H, H, H; H, H; H; H;
. H
H ., '-Jh"\"\-.._ 2 N |-:1| HI
l I 4 < CHy* 7.05 7.4 3.95 115 - - -
He ™ N 5—CH;* ' ' ' '
H. CHjy"
Fi
H<
H
HIH____.-J:-::__ ~M k!? 3
| :.3'—"__ : _GH_:.'I
W -~.f:* ~h & .;; H, 7.05 7.41 3.86 1.1 0.76 1.4 2.66
H? /5 Ha
Hy"C Hy
He
| H q
H"‘-a.-" =N ___H. |‘! H.'!
| T % Wy
e e, "" 1'.__ .___H
H M 5 IL 7.05 7.38 3.82 2.32 1.65 0.8 -
:_I.E o E".HI
Hi"C H?

13C{1H}-RMN

Se presentan a continuacién los espectros de resonancia magnética nuclear de

carbono 13 obtenidos en acetona-ds en un equipo de 300 MHz. Al igual que los

espectros de 'H-RMN obtenidos previamente se esperaran identificar sefiales para

los 4tomos de carbono presentes en las moléculas sintetizadas, ya que por la

simetria de las moléculas sintetizadas se esperan detectar 7, 9 y 8 sefiales para los

sustituyentes tert-, sec- e isobutilo respectivamente.
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Siendo asi se enlistan a continuacion (Tabla 6) los desplazamientos quimicos

obtenidos y la asignacién de cada una de los sefiales obtenidas de los espectros de

BC{*H}-RMN de los compuestos L1, L2 y L3 sintetizados. Cabe mencionar que en

todos los experimentos efectuados se utilizé como disolvente acetona-de.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos y asignacion de sefiales de **C{*H}-RMN de la serie de

ligantes.
Compuesto
Senal #C

L1 [ppm] L2 [ppm] L3 [ppm]
1 122.45 122.43 121.76
2 1154 115.8 114.87
3 149.63 139.95 139.21
4 114.75 153.27 152.21
5 26.26 29.87 29.12
6 42.76 42.15 40.81
7 38.21 20.69 28
8 - 28.32 21.23
9 - 11.33 -

Ligantes

Climg

L1

@gﬁsﬁ

L2

By

N

L3
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Figura 20. Espectro de *C{*H}-RMN del compuesto L1 2-((tert-butitio)metil)-1H-bencimidazol

obtenido en acetona-ds a 300 MHz.
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Figura 21. Espectro de *C{*H}-RMN del compuesto L2 2-((sec-butiltio)metil)-1H-bencimidazol
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Figura 22. Espectro de **C{*H}-RMN del compuesto L3 2-((iso-butiltio)metil)-1H-bencimidazol

obtenido en acetona-ds a 300 MHz.

Compuestos de Ru(ll)

Los complejos de Ru(ll) C1, C2 y C3 sintetizados a patrtir de los ligantes L1, L2y L3
se caracterizaron por espectrometria de masas FAB™ (Fast Atom Bombardment, por
sus siglas en inglés), espectroscopia infrarroja, analisis elemental, resonancia
magnética nuclear (*H, BC{*H}, *F{*H} y 3'P{*H}-RMN). Se ejemplificaran de
manera representativa un ejemplo de cada uno de los andlisis para cada uno de los

complejos, mostrando la parte mas relevante de los analisis efectuados.

Espectrometria de masas

El peso molecular de los complejos de Ru(ll) obtenidos es de 579.33 m/z, pero en
este tipo de experimentos Unicamente se espera observar una sefial debida al ion
molecular correspondiente al ion fragmento catidnico; es decir, solamente se
detectaran aquellos iones con carga positiva que para estos compuestos el ién
molecular corresponderia a 434.97 m/z.

De acuerdo a lo esperado, se observa el i6n molecular del compuesto C2 en 435
m/z, ademas se sabe que existen varios isétopos del rutenio, en donde los mas
abundantes se enlistan en la Tabla 7 y que haciendo una ampliacién al ibn molecular
obtenido en el analisis FAB* se logran distinguir varias de las isotopias enlistadas
(Figura 23)

Es posible identificar en el espectro de masas al ion fragmento correspondiente a la
parte catidnica del compuesto sin el ion fragmento [M-CI] en 400 m/z (figura 24), se
distingue al ion fragmento correspondiente al ligante libre L2 en 221 m/z.
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435

|
Figura 23. Isotopia de rutenio del ion molecular del espectro de masas FAB* del compuesto L2.

Tabla 7. Isotopias y abundancias relativas presentes en los compuestos sintetizados.
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Figura 24. Espectro de masas FAB™* del complejo derivado del 2-((sec-butiltio)metil)-1H-
bencimidazol y Ru(ll) (C2).

Espectroscopia de infrarrojo

En comparacion con los espectros de IR obtenidos para los compuestos L1, L2 y
L3, para los complejos de dichos ligantes se observa la disminucion en la intensidad
y el desplazamiento ligero de algunas sefiales como en el caso de la sustitucion
aromatica que va de un intervalo de 2800-3000 cm, asi mismo en las sefales
correspondientes a la vibracion del enlace C-S (600-650 cm?) se observa
desplazamiento a mayores ppm y mayor definicion de las sefiales que identifican a
este enlace. También se observa la aparicion de las sefiales correspondientes al
areno sobre 820-840 cm™ y al ion ‘PFs en 555 cm™ lo cual es indicativo de la

formacion del complejo.

A continuacion se presentan mas a detalle los espectros obtenidos y la asignacion
de las sefales para cada uno de los compuestos C1, C2 y C3 (Tabla 8 y Figuras
25-28).

Tabla 8. Vibraciones importantes de los espectros obtenidos para los complejos de Ru(ll).

Compuesto
Grupo
C1 vicm C2 vicm] C3 vicm]
C-S (d) 617 (d) 617 (d) 627
Sust. Aromatica (d) 2923 (d) 2922 (d) 2924
CH, (m) 743 (m) 743 (m) 744
(m) 1435 (m) 1434 (m) 1437
N-H (d) 3064 (d) 3068 (d) 3065
Areno (f) 831 (f) 829 (f) 829
‘PFs (f) 555 (f) 555 (f) 554
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Figura 25. Espectro de IR del compuesto C1 obtenido en pastilla de KBr a t.a.
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Figura 26. Espectro de IR del complejo C2 obtenido en pastilla de KBr a t.a.
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Figura 27. Espectro de IR del complejo C3 obtenido en pastilla de KBr a t.a.

Resonancia Magnética Nuclear (*H, B3C{*H}, °F{*H}, 3P{*H} RMN)

Se efectuaron los experimentos de RMN para los compuestos derivados con Ru(ll)
(C1-C3) de H, 3C{*H}, °F{*H} y 3'P{'H} los cuales nos brindaran informacion
estructural sobre los compuestos obtenidos, asi como para verificar la formacion del
compuesto de coordinacién como es el caso del *H y 13C{*H}, los experimentos de
BF{IH} y 3P{*H} nos brindaran informacién complementaria sobre la presencia del
contraion PFe.

Siendo asi se presentan como ejemplo los experimentos de *H-RMN obtenidos para
el compuesto C1, en donde se identifican 8 sefiales esperadas y 6 sefales

adicionales asignables al DMSO-ds, agua propia del disolvente y metanol.

Para la serie de compuestos organometalicos se observa el protén del imidazol en
el intervalo de 6 12.5-13.0 ppm, la formacion del complejo disminuye la simetria del
compuesto obtenido, por lo tanto las sefiales de los protones del anillo aromético se
desplazan y se separan ligeramente en comparacion de lo observado con los
homdlogos organicos, tal y como se observa en la Figura 30. Como dato relevante,
se observa la sefial de los protones del areno, lo cual nos brinda informacion sobre

la formacion del complejo, esta sefial se ubica en el intervalo de 6 6.5-7.0 ppm.

Para el caso de los experimentos de *C{*H}-RMN se presenta el espectro del
compuesto C3 como ejemplo (Figura 31), se observan las sefales del disolvente
DMSO-ds y MeOH. Al igual que en el caso de los experimentos de proton se observa
una sefal para cada carbono de la parte aromatica del bencimidazol debido a la

disminucion de la simetria debido a la formacién del compuesto de organometalico.
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Los experimentos de °F{*H} y 3!P{*H} nos brindan informacién complementaria
sobre la presencia del contraion "PFe, observandose en ambos un patrén
caracteristico para cada experimento. Para el caso del flior se distinguen dos
singuletes debido a la diferencia entre los atomos de fllor axiales y ecuatoriales;
mientras que para el fésforo se evidencia un quintuplete debido al acoplamiento del

fosforo con el fluor tal y como se observa en la Figura 28 y en la Figura 29.

71,39

F
F'\Fl;;"lF
ELoF

Figura 28. Espectro de **F{*H}-RMN corrido en DMSO-ds como disolvente a 300 MHz.

Figura 29. Patron caracteristico del espectro obtenido del experimento 3*P{*H}-RMN para el ‘PFs
realizado en DMSO-ds a 300MHz.
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Figura 30. Espectro de resonancia de *H del complejo C1 obtenido en DMSO-ds a 300 MHz.
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Figura 31. Espectro de resonancia de **C{*H}-RMN del compuesto C2 en DMSO-ds a 300 MHz.
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VIl. Evaluacion catalitica
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La evaluacion de la actividad catalitica de los complejos se realiz6 estudiando dos
reacciones; primero la oxidaciéon de alcoholes a-metilbencilicos?ARUSl vy |a
segunda, hidrogenacion de cetonas por transferencia de hidrégeno. Se evaluaron
diferentes condiciones de reaccion, tales como el tiempo, la carga de catalizador y
el disolvente hasta encontrar las condiciones 6Optimas de reaccion para dichas

transformaciones.
Oxidacion de alcoholes

Una vez sintetizados y caracterizados los compuestos obtenidos se procedio a
evaluar la reaccidbn de oxidacion de alcoholes efectuando la reaccién con el
feniletanol (Esquema 10) el cual nos dara un panorama general del comportamiento
de la reaccidén de catdlisis. Se exploraron diferentes condiciones de reaccidn
variando el porcentaje en mol del catalizador (1% o 1.25%) y el tiempo (24, 48 0 60
h) desafortunadamente bajo estas condiciones la reaccion no procedio.

OH
CH3 % mol Cat. Q/CHs
Tolueno, h R

R=H u

Esquema 10. Reaccion general de catlisis para la oxidacion de alcoholes a-metilbencilicos

(feniletanol).

Para ésta reaccion de catalisis se ensay0 con todos los compuestos obtenidos (-L1,
L2, L3-blancos; C1, C2y C3) a diferentes tiempos 24, 48 y 60 h variando las cargas
de catalizador en cada uno de los casos, sin haber reaccion alguna. Por este motivo
no se continudé evaluando con los diferentes sustratos (alcoholes a-metilbencilicos
sustituidos) disponibles y se procedid6 a evaluar el potencial catalitico de los

compuestos en la reaccion de hidrogenacién de cetonas.
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Hidrogenacién de cetonas

Para llevar a cabo la reaccién de hidrogenacion de cetonas se probaron dos de los
compuestos sintetizados anteriormente, el compuesto L2 y el complejo C2 nos
ayudaran a visualizar si dicha reaccion podria llevarse a cabo bajo estas
condiciones de reaccion. La reaccion se sigui6 mediante cromatografia de gases
acoplada a masas y también mediante 'H-RMN esperando observar la formacién
del alcohol (difenilmetanol) mediante la aparicion de la sefial correspondiente al
protén a al hidroxilo del alcohol de la acetofenona. Estas reacciones se efectuaron

de acuerdo al Esquema 11:

1%mol (a) o (b) OHH
'prOH, 60 h
U0 =g C
C2
Benzofenona “ Difenilmetanol

Esquema 11. Reaccion de hidrogenacion de la benzofenona.

La reaccion procedid con un porcentaje de conversion de aproximadamente 10%
para el compuesto C2, con estos resultados se procedié a evaluar diferentes
parametros (Tabla 9) para encontrar las condiciones 6ptimas de la reaccidén

(Esquema 12).

OH.
(i), (ii) o (iii)%mol Cat._ O O
'prOH, t(h)
1 2
Benzofenona Ea; 2 Eb; Difenilmetanol
(a) - Compuesto organico [L1-L3]
(b) - Complejo de Ru(II) [C1-C3]
(i) - 1%
. o (1) - Base
(ii) - 1.25% (2) - Sin base

(i) - 3%
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Esquema 12. Pardmetros evaluados en la reaccion catalitica de hidrogenacién de la benzofenona.

Tabla 9. Variacion de parametros en el estudio para la hidrogenacion de cetonas, las reacciones se

efectuaron en isopropanol como disolvente.

Compuesto %mol[Cat] t [h] Base Reaccidn
C12H12Cl4RuU 1; 1.25; 3 60 Na.COs/SB SP
L1 1;1.25 24/48 Na,COs3; NP
L2 1;1.25 24/48 Na,COs3; NP
L3 1;1.25 24/48 Na,COs3; NP
C1 1;1.25; 3 60 Na,COs/SB SP
C2 1;1.25; 3 60 Na,COs/SB SP
C3 1;1.25; 3 60 Na,COs/SB SP

SB: sin base; SP: si procedié; NP: No procedid

Resultados

Mediante los experimentos realizados se lograron encontrar las condiciones
Optimas para la reaccion de la hidrogenacion de la benzofenona, de ésta manera se
descartaron los compuestos L1, L2 y L3 ya que las pruebas catdliticas efectuadas
con éstos compuestos evidenciaron un %de conversion de productos muy pobre
(<2%) y se establecieron las condiciones de reaccion que fueron las siguientes:
carga de catalizador al 3%mol, 60 h de tiempo de reaccidén y utilizando isopropanol

como disolvente (Esquema 13).

OH
H
3% mol Cat.Ru .
'prOH, 60 h
Benzofenona “ Difenilmetanol

Esquema 13. Condiciones 6ptimas de reaccion para la hidrogenacion de la benzofenona.

Habiendo efectuado las reacciones de hidrogenacién de la benzofenona bajo las

condiciones previamente descritas (Esquema 13), se obtuvieron los resultados
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mostrados en la Tabla 10. Cabe mencionar que en las reacciones efectuadas se

observaron subproductos de reaccion los cuales no pudieron ser identificados, pero

gue dan indicios de que los compuestos evaluados bajo ciertas condiciones

lograrian tener alta selectividad en este tipo de reacciones cataliticas.

Tabla 10. Resultados de las reaccién de hidrogenacion de la benzofenona a diferentes cargas de

catalizador.

%Conversion al difenilmetanol

Compuesto 1%mol 1.25%mol 3%mol

MPRu 15.70% 16.60% 39.50%

C1 6.10% 11.90% 35.80%

Cc2 25.00% 27.40% 29.70%

C3 15.50% 16.60% 48.70%
RuCls-nHO No hubo Rx.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
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60 h, sin base, iprOH; MPRu:C12H12ClsRu2
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%Conversion al difenilmetanol

%Conversion

/"' 3%mol

F 4
1.25%mol

1%mol

C2

C3
Compuesto

Grafica 1. %de Conversion al difenilmetanol a diferentes cargas de catalizador para los
compuestos C1, C2 y C3 en la reaccion de hidrogenacion de la benzofenona sin base en 'prOH a
60 h.

Como se observa en el grafico 1 y en la Tabla 10 los mejores porcentajes de
conversion al alcohol de la benzofenona fueron desempefiados por los compuestos:
C2 utilizando 1% y 1.25%mol como carga de catalizador bajo las condiciones ya
mencionadas y el compuesto C3 en el caso de la catalisis al 3%mol.

Cabe resaltar que en todos los ensayos evaluados se observa una tendencia
creciente en el porcentaje de conversion del producto principal al incrementar la
carga del catalizador, obteniéndose el mayor porcentaje de conversion al
difenilmetanol utilizando la maxima cantidad de catalizador (3%mol) para los tres
compuestos sintetizados (C1-C3). Siendo asi se puede considerar al complejo C3
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como el mejor catalizador bajo las condiciones de reaccidon establecidas

demostrando un rendimiento aceptable para la conversién del producto principal.

En la literatura esta reportadol?2I25I32134143] que la reaccion de hidrogenacion de
cetonas se pueden desarrollar adicionando diferentes bases al seno de reaccién
para favorecer la desprotonacién del isopropanol e incrementar el porcentaje de
conversion del alcohol deseado. Por esta razdn, se realizaron dos ensayos
adicionales para analizar la influencia que tiene sobre el porcentaje de conversién

al difenilmetanol al adicionar alguna base en la reaccion.

El estudio se desarroll6 bajo las mismas condiciones de reaccion detalladas en el
Esquema 13 con el complejo C3 utilizando al NaCOs como base al 10%mol,
obteniéndose los resultados presentados en la Tabla 11 y comparativamente en la

Gréfica 2.

Tabla 11. Resultados obtenidos para la hidrogenacién de la acetofenona evaluando el desempefio
al adicionar o no Na.COs en la reaccion con el compuesto C3 como catalizador.

%Conversién 3%mol

Compuesto Con base Sin base

C3 43.80% 48.70%

MPRu 44.60% 39.50%
RuClz-nH20 No hubo Rx.

60 h, iprOH, MPRu:C12H12ClsRu2

Como se muestra en la Tabla 11 no existe una diferencia significativa entre el
adicionar o no una base como el Na2COs como reactivo en la reaccion de catalisis
para modificar el porcentaje de conversién al alcohol de la acetofenona bajo las

condiciones de trabajo utilizadas.
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50.0%
45.0%
40.0%
35.0%
30.0%
25.0%

%Conversion

20.0%
15.0%

10.0% .
Sin base
5.0%

0.0%

Con base

MPRu

Compuestos

Gréfica 2. Porcentajes de conversion obtenidos para el compuesto C3 en la reaccion de

hidrogenacion de la acetofenona evaluando el desempefio con y sin base en el seno de reaccion.

Considerando este hecho, se extendio la reaccion de hidrogenacion de cetonas para
la 2,4-dihidroxiacetofenona bajo las mismas condiciones de reaccion (Esquema 14),
pero desafortunadamente la reaccion no procedid, se sugiere que este fenébmeno
se deba a los sustituyentes —OH presentes en el sustrato.

CHs  396mol Cat.Ru(C3)

HO OH 'orOH, 60 h

2,4-Dihidroxiacetofenona

No hubo rx.

Esquema 14. Reaccion general para la hidrogenacion de la 2,4-dihidroxiacetofenona.
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VIII. Evaluacion biologica y
citotoxica
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Parte de este estudio se desarrollé hacia la investigacion de la actividad biolégica
de nuevas especies organicas derivadas del bencimidazol (por sus propiedades
como posibles farmacos) asi como de nuevas especies de rutenio que presentan
particular interés en la busqueda de compuestos multifuncionales, Gtiles y de facil

acceso.

Es importante definir que un agente antimicrobiano es aquella sustancia que actlua
en contra de algun microorganismo; dentro de esta extensa clasificacion se

encuentran los agentes antibiéticos, antibacterianos, antifungicos y antiparasitarios.

Dentro de los agentes antibacterianos, que son aquellas sustancias que matan o
inhiben el crecimiento de microbios; i.e. bacterias, hongos o parasitos. Este tipo de
agentes se pueden clasificar de acuerdo a su espectro de actividad, modo de accion
yl/o efecto que causa a la bacteria.

Se entiende como agente antifangico aquella sustancia capaz de evitar o inhibir el
crecimiento de algunos tipos de hongos llegando, incluso, a eliminarlos; ya que
ademas de tener diversos beneficios hacia el ser humano también pueden originar

una gran gama de efectos adversos hacia él.

Los agentes antifungicos se clasifican segun el sitio donde ataquen a los hongos
patdgenos; en este sentido, se asocia a las sustancias que contienen derivados
imidazdlicos debido a que atacan a la molécula de ergosterol el cual es el principal
componente de la membrana celular de una gran cantidad de hongos dafinos.

Asi mismo, quedo dicho (p. 20; Antecedentes) que una de las tendencias dentro de
la investigacion que se efectla en esta época es la blusqueda de curas para las
enfermedades del siglo XXI, como el cancer. En este tenor, la quimioterapia es el
uso de farmacos (agentes quimicos) que aprovechan su capacidad citotdxica para

eliminar, destruir o reducir el crecimiento de células cancerosas.
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Por lo tanto, mucha de la investigacién de nuevos agentes quimioterapéuticos esta
enfocada hacia la selectividad citotéxica como inductores de muerte celular.

Teniendo esto como precedente se desarrollaron los ensayos de evaluacion de
actividad antibacteriana, antifingica y citotoxica para los ligantes obtenidos L1, L2

y L3; asi como para los correspondientes complejos C1, C2y C3.

Ensayos para la determinacion de actividad antimicrobiana.

Los medios de cultivo soélidos y liquidos utilizados se describen a continuacién
(Tabla 12), asi como la composicién de dichos medios. Para el medio de cultivo

solido se adicion6 1.5% de agar a la composicion descrita.

Tabla 12. Composicién de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de microorganismos.

MEDIO DE
COMPONENTES
CULTIVO
Mueller-Hinton Se disolvié en 1 L de agua destilada 2 g de soélidos de infusion de
Bacteria ternera, 17.5 g de caseina hidrolizada y 1.5 g de almidén.
YEP(D) Se disolvié en 1 L de agua destilada 10 g de extracto de levadura, 20 g
Hongos de peptona, y 20 g de glucosa.

Se llevaron a cabo ensayos de susceptibilidad microbiana en cepas bacterianas y
levadura, las bacterias se pueden diferenciar estructuralmente si tienen pared
celular o no (Gram-positivas o Gram-negativas). Para tener un ensayo
representativo se hicieron ensayos en dos cepas de cada grupo, asi como en dos

cepas de hongos con relevancia biotecnoldgica y en la salud.
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Tabla 13. Microorganismos utilizados en pruebas de susceptibilidad.

Tipo de microorganismo Nombre Coleccién americana de

tipos de cultivo

Bacteria Gram-negativa Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae Cepa aislada en la

Facultad de Quimica

Bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphilococcus aureus ATCC 6538

Hongo Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Candida albicans ATCC 90028

Medios de cultivo

En 5 mL de medio liquido se inoculé una colonia del microorganismo y se dejo crecer
a 37 °C 6 30 °C (37=E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, 30=los hongos y B. subtilis)
toda la noche con agitacion constante. Al dia siguiente se midi6 la densidad 6ptica
a 600 nm (ODsoonm) Y se diluyd el cultivo hasta tener una ODeoonm de 0.6. Llevo a
cabo una siembra masiva con hisopos estériles en una caja Petri y se colocaron los
discos previamente impregnados con las soluciones (15 pL) como se observa en la
Figura 32 Cada cultivo sélido se incubd por 18-20 h a la temperatura de crecimiento
optimo de cada microorganismo. La manipulacion de reactivos se llevo a cabo en

zona estéril en campana de flujo laminar ESCO®.
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Figura 32. Diagrama de ensayos de susceptibilidad.

Pasado el tiempo se midié el halo de inhibicion y se calculé el porcentaje de

inhibicion a partir de la siguiente ecuacion:

%I|=A-B/C-D

Ecuacion 1. Para determinar el porcentaje de inhibicion.

En donde, Ay B son la longitud del didmetro del halo de inhibicion de la muestra y
su disolvente, mientras que C y D son la longitud del diametro del halo de inhibicion
del antibiético control y su disolvente.

Resultados

Todos los compuestos derivados de Ru(ll) presentaron actividad antibacteriana
frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis (Gram-positiva) y Staphilococcus aureus
(Gram-positiva) siendo posible realizar la comparacion cuantitativa del diametro del
halo de inhibicién de cada uno de ellos (Tabla 14 y Grafica 3), asi como de su
porcentaje de inhibicién (Tabla 15 y Grafica 4) con respecto al antibiético control
utilizado para cada bacteria (Tabla 16). De ésta manera es posible inferir que la
presencia del centro metalico coordinado a las especies organicas obtenidas

potencializa el efecto antibacteriano.

Tabla 14. Didametros de inhibicién para los ligantes L1, L2 y L3 y complejos de Ru(ll) C1, C2y C3 a

una concentracion de 10 mg/mL.
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Gréfica 3. Diametro de halo de inhibicion de los compuestos que presentaron actividad antibacterial
en Bacillus subtilis y Staphilococcus aureus.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion para los compuestos L1, L2, L3, C1, C2y C3 a una

concentraciéon de 10 mg/mL.
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Gréfica 4. Porcentaje de inhibicidn de los complejos de Ru(ll) para las bacterias E. Coli, B. Subtilis,

S. aureus (10 mg/mL).

Tabla 16. Concentracién y diametro de inhibicion de los farmacos control utilizados.
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Los compuestos organicos L1 y L2 presentaron actividad antimicrobiana
Unicamente para Klebsiella pneumoniae (bacteria Gram-negativa) y para Bacillus
subtilis (bacteria Gram-positiva) a una concentracién de 10 mg/mL respectivamente,
para hacer un analisis comparativo es necesario contrastar con el antibiético control
(Gréficas 5y 6).

Diametro de halo de inhibicion (cm)

m Klebsiella pneumoniae m Bacillus subtilis

1.8

1.6

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

L1 Cloranfenicol L2 Ampicilina
Gréfica 5. Diametros de inhibicion para los compuestos L1y L2 en una concentracién de 10 mg/mL

respecto a su antibidtico control.

Los compuestos de Ru(ll) presentaron actividad antibacterial representativa

considerada como especifica contra bacterias Gram-positivas (Bacillus subtilis y
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Staphilococcus aureus); a pesar de este hecho, el estudio se encuentra en etapa
inicial ya que se efectuardn mas pruebas con ellos para obtener informacion méas
especifica sobre su potencial inhibidor. Los resultados obtenidos concuerdan con

los descritos en la literatural26l72170l[68][50]

Porcentaje de inhibicion

100% m Klebsiella pneumoniae m Bacillus subtilis
0
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10% -

0% -

L1 Cloranfenicol L2 Ampicilina

Gréfica 6. Porcentajes de inhibicién de los compuestos L1y L2 (10 mg/mL) frente al farmaco

control.

Pruebas citotéxicas

El ensayo que se utilizé6 para determinar el porcentaje de inhibicibn de los
compuestos obtenidos se utiliza desde 1990 y fue creado por el Instituto Nacional
de Cancer de los Estados Unidos de América (NIC). Consta de hacer un ensayo
colorimétrico de sulforodamina B en 60 lineas celulares subdivididas en paneles
segun los tejidos de donde estas fueron extraidas (leucemia [K562], pulmén [SKLU],
colén [HCT-15], sistema nervioso central [U251], melanomas, ovario, rifidn, préstata
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[PC-3] y mama [MCF-7]) con 7 colorantes y teniendo como control al cis-platino se
compararon, en dichos colorantes se parti6 del principio de que se unen
electrostaticamente a macromoléculas de células fijadas (precipitadas) al sustrato
plastico de micro pozos de placas de 96 pozos y variando el pH se permite la unién
y disolucion del complejo proteina-colorante. Los colorantes utilizados son
anidnicos, la sulforodamina B (SRB), azul de bromofenol (BPB), cromotrope 2R
(CTR) y naranja G (ORG), los cuales tifien proteinas aniénicas con grupos
sulfénicos y sulfhidricos bajo condiciones acidas moderadas siendo que el complejo
se solubiliza bajo condiciones basicas.

La evaluacion citotdxica se efectuo para todos los compuestos sintetizados (L1-C3).
Se realizé un screening primario, que consiste de una proyeccién general del
porcentaje de inhibicién del crecimiento celular a una concentracion de 50 UM contra
seis lineas de cancer humano (S.N.C. [U251], prostata[PC-3], leucemia [K562],
colon [HCT-15], mama [MCF-7], pulmén [SKLU-1]).

Resultados

Se presentan los resultados del screening primario obtenido para los compuestos
sintetizados (L1, L2, L3, C1, C2y C3) a continuacion (Tabla 17) observandose una
mayor inhibicién en el compuesto L2, resaltando la inhibicién (65.2%) que presenta
para la linea celular de leucemia (K562). Ademas es importante resaltar que para
cada pareja de compuestos (organicos y sus homologos metalados) se nota un
aumento o disminucién en el porcentaje de inhibicién respecto de los compuestos
de Ru(ll).

Para la glia del sistema nervioso central (U251) en la pareja de compuestos L1/C1
se observa una disminucién del potencial inhibitorio del compuesto organico
respecto al metalado, asi mismo se evidencia una disminucién en la inhibicion del
crecimiento celular para las parejas de compuestos L2 (24.5%)/C2 (14.5%) y L3
(27.2%)/C3 (no existio inhibicion).
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En el mismo caso se encontraron las lineas celulares cancerigenas de leucemia
(K562) y colon (HCT-15); la linea K562 fue en donde se presentd la mayor inhibicién
de todos los compuestos obtenidos (Grafica 7) en concordancia con lo reportado en
la literatura para el farmaco NAMI-A que se encuentra en fase de pruebas clinicas.

Caso contrario se encontré para las lineas celulares de cancer de préstata (PC-3),
mama (MCF-7) y pulmoén (SKLU-1) donde la coordinacién del centro metalico

(Ru(I1)) potencializé la inhibicién de la division celular como se esperaba.

Particularmente dentro de la linea celular de cancer de prostata la pareja de
compuestos L3/C3 tuvieron un comportamiento contrario a la tendencia mostrada
para este, ya que el compuesto organico (L3) presentd inhibicion del crecimiento

celular y el compuesto derivado de Ru(ll) (C3) no presentd actividad inhibitoria.

Tabla 17. Screening primario de inhibicién de los compuestos obtenidos (L1, L2, L3, C1, C2y C3)

evaluados en distintas lineas celulares.

Muestra U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
L1 14.9 31 18.1 10.2 13.6
L2 24.5 7.4 65.2 30.2 23.2 5.3
L3 27.2 14.9 52.1 32.5 13.4
Cl 1.7 12.9 27.7 11.4 49.5 18.2
C2 14.5 14.8 28 8.1 36.4 37.4
C3 49.1 5.6 35.7 25
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Gréfica 7. Porcentajes de inhibicién del screening primario en 6 lineas celulares de los ligantes (L1,

L2y L3)y los complejos de Ru(ll) (C1, C2y C3).
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® Se logro sintetizar 3 nuevos ligantes derivados del 2-(clorometil)bencimidazol
e isomeros de mercaptanos alifaticos. (L1-L3)

® Se logré obtener 3 nuevos complejos de Ru(ll) con los ligantes previamente
sintetizados. (C1-C3)

® Fue posible la caracterizacion completa de todos los compuestos
sintetizados mediante técnicas analiticas convencionales (IR, *H, ¥C{H},
9F{1H} y 3'P{*H}-RMN) y espectrometria de masas (DART y FAB™).

® Los complejos de Ru(ll) presentaron buena actividad catalitica en la reaccién
de hidrogenacién de acetofenona, siendo el complejo C3 el mejor catalizador

bajo las condiciones de reaccion establecidas experimentalmente.

® Se evalud la actividad bioldgica, antifingica y antibacteriana; asi como la

actividad citotoxica para toda la serie de ligantes y complejos.

® Los ligantes L1 y L2 presentaron la mejor actividad antimicrobiana frente a

las bacterias Gram-positivas K. Pneumoniae y B. Subtilis respectivamente

® Los tres complejos C1l, C2 y C3 presentaron actividad antimicrobiana
importante frente a bacterias Gram-positivas y Escherichia coli, lo cual los
hacen buenos candidatos a estudios posteriores.

® La actividad citotéxica de los compuestos sintetizados demostrd una accién
inhibitoria regular, presentando el mejor porcentaje de inhibicion paralalinea
celular K562 (leucemia) en un screening primario para el ligante L2.
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Al. Seccion Experimental

1.1 Material y Reactivos

El 2-(clorometil)bencimidazol, los tres isémeros del butanotiol (2-metilpropano-2-tiol,
butano-2-tiol y 2-metilpropano-1-tiol), el 1,3-ciclohexadieno, el tricloruro de rutenio,
la benzofenona, el hexafluoro fosfato de potasio y el bicarbonato de sodio utilizados
se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich. Todos los disolventes utilizados
fueron de grado reactivo marca J.T. Baker. Los disolventes deuterados utilizados en

los experimentos de RMN fueron también obtenidos de Sigma-Aldrich.

Para la cromatografia en columna se utilizaron columnas empacadas con gel de
silice Merck-60 malla 230-400 nm; mientras que las cromatografias en capa fina se
llevaron a cabo con cromatofolios comerciales de gel de silice 60 Macherey-Nagel
con nombre de DC-Fertigfolien Alugram Xtra SIL G/U utilizando lampara de luz UV

para su revelado.

1.2 Instrumentacion

Se utiliz6 una balanza analitica OHAUS modelo EXPLORER PRO de precision de
0.0001 g y para evaporar los disolventes se utilizo un rotavapor BUCHI R-144 con
un bafio de agua BUCHI B480.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de *H, 3C{*H}, 1°F{*H} y 3!P{'H}
se efectuaron en un equipo BRUKER AVANCE Il 300 utilizando disolventes
deuterados como referencia interna. Los espectros de masas FAB* se realizaron
mediante la técnica de ionizacion por bombardeo con &tomos rapidos (FAB*) (Xenon
a 3 keV) en un espectrofotometro Jeol JMS-SX102A en voltaje de 10 kV. Los
espectros de DART (Direct Analysis on Real Time) un Jeol AccuTOF JMS T100LC
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con un detector ion sense DART. La espectroscopia infrarroja se llevé a cabo en un
equipo Briker Alpha-p ATR.

1.3 Procedimiento general de reaccion de sintesis de sales
de plomo. [Pb(SR)2]

Se pesaron 5 g (15.4 mmol) de acetato de plomo, los cuales se disolvieron en 250
mL de agua destilada, a esta disolucion se le adicionaron 2.5 g (27.8 mmol) del tiol
correspondiente en 5 mL de metanol. Se observa instantaneamente la formacion de
un precipitado color amarillo que corresponde al producto deseado, se procedié a

filtrar el precipitado pasadas 24 h de reaccién a temperatura ambiente.

Durante el proceso de filtracion se hacen tres lavados con 5 mL de agua destilada
cada uno. Se filtr6 y seco in vacuo el producto obtenido durante 24 h.

1.4 Procedimiento general de reaccion de sintesis de

ligantes

Se disolvieron 100 mg (0.6 mmol) de 2-clorometilbencimidazol en 35 mL de 1,2-
dicloroetano previamente secado con Na>SOs, desgasificado y reservado bajo
atmésfera inerte, se le adicionaron 115.7 mg (0.3 mmol) de la sal de plomo del tiol
correspondiente. La disolucion resultante se dejé bajo reflujo durante 24 h y
atmosfera inerte, se observo la formacién de un precipitado blanco correspondiente

al PbCl, asi como también se aclara la disolucion de la mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccidén se filtr6 a través de una cama de celita, la disolucién
resultante se evaporé al alto vacio y se procedio a purificar mediante cromatografia
en columna (Hex:AcOEt; 1:1).
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1. 5 Procedimiento general de reaccion de sintesis de

complejos

A una disolucién de 35 mg (0.16 mmol) del ligante correspondiente en 35 mL de
metanol se le adicionaron 42 mg (0.08 mmol) de la materia prima de rutenio [Ru(n°®-
CsHe)Cl2]2 y 29 mg (0.16 mmol) de hexafluorofosfato de potasio dejandose
reaccionar bajo agitacibn magnética durante 4 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se filtr6 bajo celita y se evaporé en rotavapor; el sélido obtenido se

reservo.

1.6 Procedimiento de sintesis de Ru(n®-CeHs)Cl2]>

A una disolucion de 2 g (9.7 mmol) de tricloruro de rutenio en 60 mL de MeOH y 5
mL de agua se le adicionaron 5.42 g (0.067 mmol) de 1,3-ciclohexadieno. La mezcla
resultante se calenté a reflujo suave por 4 h al cabo de las cuales se observé la
precipitacion del producto. Se filtr6 con vacio el precipitado color vino y se
efectuaron 3 lavados con 5 mL de metanol cada uno. Se secé in vacuo por 12 h.

1.7 Evaluacion catalitica

En un matraz Schlenk de 50 mL se adicionaron 52.37 mg (0.29 mmol) de
benzofenona en 15 mL de isopropanol y se agregaron 5 mg (0.023 mmol; 3% mol)
de catalizador; en el caso de las catalisis basica se utilizd la base Na>COs
adicionando =10 mg (10%mol), se dej6é dicha mezcla de reaccion durante 60 h. Al
finalizar el tiempo de reaccion se tomo6 una alicuota de 1.5 mL de la disolucion, se
filtr6 mediante una cama de celita y se mandé la disolucién obtenida directamente

a cromatografia de liquidos.

1.8. Evaluacion citotéxica
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1.8.1 Procedimiento de ensayo sulforodamina B (SRB).

Las lineas celulares que se utilizan en el laboratorio de pruebas biol6gicas del
Instituto de Quimica, pertenecen al panel del NCI, las cuales fueron adaptadas al
medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con suero fetal bovino (10%), una mezcla
de antibioticos-antimicéticos al 10% y 2 mM de glutamina. A estas lineas se les
caracteriz6 al tiempo de duplicacion y con ello se establecio la densidad de indculo
gue se deposita en cada uno de los micropozos, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Tiempos de duplicacion, concentracién y 6rganos de origen de las lineas celulares de

ensayo.
Linea i Tiempo duplicacion Concentracién TCA
Organo de origen Células/pozo
celular (hrs) (%)
K562 CML 19 5,000 50
HCT-15 colon 18.1 10,000 50
MCF-7 mama 25.6 5,000 50
PC-3 prostata 28.7 7,500 50
U251 SNC 25.4 7,500 50
SKLU pulmon 25.4 7500 50

(TCA: &cido tricloroacético, CML: leucemia mieloblastica cronica, SNC:sistema nervioso central)

Con excepcion de la linea K562, las lineas restantes se adhieren a las botellas de
cultivo y para cosecharlas se adiciona 1 mL de 0.05% de tripsina-EDTA. Enseguida
gue las células se desprenden del sustrato plastico, se les adiciona de 5-10 mL de
medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en suspension son
depositadas en tubos conicos y centrifugadas por 3 min, ya formado el paquete
celular se le agrega medio de cultivo para resuspender éstas. De la suspension se
toma una alicuota y se agrega azul de tripano, para contar la poblacion de células
viables y ajusta la densidad del inoculo. Determinando el nimero de células por
mililitro, se hacen los ajustes necesarios para depositar el inoculo en un volumen de
100 pL/pozo a la densidad ya antes mencionada. Cada placa es inoculada con dos

lineas celulares por triplicado y es preincubada por 24 h a 37 °C con una atmésfera
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de 5% de CO,y 100% de humedad relativa, para favorecer la estabilidad de éstos
antes de adicionar las sustancias a probar. Para un crecimiento primario (screening)
de un compuesto puro se prueba la concentracion mas alta permitida 50 pM, y para
el caso de extractos vegetales se emplea la concentracion de 50 pg/mL. Todas las
muestras son solubilizadas en dimetil sulfoxido (DMSO) o agua 100 veces mas
concentradas que la concentraciéon a probar. Inmediatamente después de la
preparacion de las muestras en solucion y en el caso de realizar curvas
concentracion-respuesta (5 diluciones se prueban) se agregan 100 uL, siendo el
volumen final del pozo de 200 pL. Nuevamente la microplaca es incubada por 48 h

bajo las condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacién de los compuestos con las células, éstas son
precipitadas (o fijadas) in situ afiadiendo 50 pL de una solucién de TCA frio al 50%
e incubadas a 4 °C por 60 min. Se desecha el sobrenadante y las placas son lavadas
5 veces con agua desionizada y secadas al ambiente. El tefiido de las células fijadas
al sustrato del pozo, es con 100 pL de una solucién al 0.4% de SRB e incubadas
por 30 min a temperatura ambiente. La SRB no unida es removida por 3 lavados
con &cido acético al 1% y se dejan secar al ambiente. Las placas tefiidas se les
agrega 100 pL de un buffer de tris y se agitan por 10 minutos para favorecer la
disolucién del complejo; a continuacion se mide la densidad 6ptica (DO) en un lector
de microplacas (Synergy/BioteK) a una longitud de onda de 515 nm. Los datos se
procesan obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados con el
compuesto (DOt), los 3 pozos tratados con DMSO (DOc) y 2 pozos de testigos, es
decir aquellos que no tiene células pero si compuesto (DOb). El porcentaje de

inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente expresion:
%IC=(DO-DOs/DOc-DOg)100

Ecuacion 2. Para determinar el porcentaje de inhibicion de crecimiento en las lineas celulares.

1.8.2 Diagrama de bioensayo para las pruebas de

citotoxicidad
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Los experimentos de evaluacidn citotoxica se llevaron a cabo en el laboratorio de
Pruebas Biologicas del Instituto de Quimica, UNAM por técnicos especializados.

Las lineas celulares utilizadas fueron:

e U251= Glia de Sistema Nervioso Central
e PC-3= Prostata

e K562= Leucemia

e HCT-15= Colon

e MCF-7= Mama

e SKLU= Pulmén

La evaluacion de la inhibicion de la divisién de células —citotoxicidad- de diferentes
tipos de cancer humano se realiza de acuerdo a los protocolos descritos por el
Instituto Nacional de Cancer de E.U.A.
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