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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

°C  Grado(s) Celsius 

µM  Micromolar 

1,2-DCE  1,2-dicloroetano 
13C{1H} RMN  Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 desacoplado de Hidrógeno 1 
1H RMN  Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno 1 

Å  Angstrom(s) 

A.E.  Análisis Elemental  

Ar  Arilo 

BHT  Butil hidroxitolueno 

BIm  Benzimidazol 

CCF  Cromotografía en capa fina 

COD  1,5-ciclooctadieno 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

E.M.  Espectrometría de masas 

eq.  Equivalente(s) molar(es) 

ESI+-IT  Ionización mediante ElectroSpray, analizador trampa de iones 

FAB+  Ionización mediante el Bombardeo con Átomos Rápidos 

FDA  Administración de Medicamentos y Alimentos en EUA 

FT-IR  Espectroscopia de transmisión de infrarrojo con transformada de Fourier 

g  Gramo(s) 

h  Hora(s) 

I.E.+  Ionización mediante Impacto electrónico positivo 

IC50  Concentración inhibitoria media máxima 

m/z  Relación masa-carga 

MALDI-TOF  Desorción/ionización láser asistida por matriz, analizador tiempo de vuelo  

mg  Miligramo(s) 

MHz  Megahertz 

mL  Mililitro(s) 

mmol  mmol(es) 

NCI  Instituto Nacional del Cáncer 

NHC  Carbeno(s) N-heterocíclico(s) 

nmol  Nanomol(es) 

OMS  Organización Mundial de la Salud 

p.f.  Punto de fusión 

R.f.  Factor de retención 

ROS  Especie(s) reactiva(s) de oxígeno 

TBARS  Especie(s) reactiva(s) al ácido 2-tiobarbitúrico  

TEP  Parámetro electrónico de Tolman 

�̅�(𝐶𝑂)  Frecuencia vibracional promedio de las bandas de los carbonilos 

ρcal  Densidad calculada 



8 

 

LISTA DE COMPUESTOS 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
  



9 

 

I. RESUMEN 

En este trabajo se describe la preparación de una serie de complejos de Ir(I), con ligantes 

del tipo carbeno N-Heterocíclicos (NHC) derivados de 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol. La 

síntesis se realizó mediante una reacción de transmetalación a partir del complejo de Ag(I) 

correspondiente. 

La caracterización de los compuestos preparados se llevó a cabo mediante las siguientes 

técnicas analíticas: resonancia magnética nuclear de hidrógeno (1H RMN), resonancia 

magnética nuclear de carbono 13 desacoplada de hidrógeno (13C {1H} RMN), espectrometría 

de masas (E.M.) y análisis elemental (A.E.). En el caso de los complejos 4a, 4b y 5b se 

determinó de manera inequívoca su estructura molecular mediante difracción de rayos X 

de monocristal. Además, se analizaron las interacciones no covalentes que presentan los 

complejos en la red cristalina. 

Una vez preparados y caracterizados los compuestos, se precedió a evaluar su actividad 

citotóxica in vitro frente a las líneas celulares cancerosas humanas de mayor incidencia en 

el mundo, como lo son: glía de sistema nervioso central (U-251), próstata (PC-3), colon 

(HCT-15), mama (MCF-7) y pulmón (SKLU-1). El complejo 4a mostró la mejor actividad 

citotóxica, siendo mayor al 70 % en la mayoría de las células evaluadas. Cabe resaltar que 

el porcentaje de inhibición de crecimiento en las células sanas de riñón de mono (COS-7) 

fue muy bajo, siendo de 7.9 %. En particular para el compuesto 4a, se determinó la 

concentración inhibitoria media máxima (IC50) en las líneas celulares: PC-3 (10.6 ± 0.9 µM), 

MCF-7 (15.4 ± 1.3 µM) y SKLU-1 (10.4 ± 1.5 µM). Debido a la buena selectividad y actividad 

observada, convierten al complejo 4a en un excelente candidato para seguir estudiándolo 

como posible antineoplásico. 

También, se demostró que la actividad citotóxica de los compuestos no se encuentra 

mediada por especies reactivas de oxígeno (ROS). Debido a que, en el experimento de 

inhibición de la peroxidación de lípidos de cerebro de rata, se observó que los compuestos 
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4a-b presentan buenas propiedades antioxidantes (4.99 ± 0.19 y 3.74 ± 0.12 µM, 

respectivamente), incluso mejores que el α-tocoferol (6.78 ± 2.16 µM). 

Finalmente, se estudiaron las propiedades electrónicas de los dos ligantes NHC mediante el 

parámetro electrónico de Tolman (TEP). Observando que los grupos nitro presentes en las 

posiciones 5,6 tienen poca influencia en el carácter electrodonador del ligante NHC. 
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II. INTRODUCCIÓN 

La comunidad científica de químicos alrededor del mundo se encuentra trabajando en 

cuatro áreas críticas: reducción de residuos, energías sostenibles, materiales con valor 

agregado y mejoramiento de la salud.1 Dentro de esta última área se encuentra el desarrollo 

de nuevos fármacos para el tratamiento de cancér. 

El cáncer es un reto global debido a que es una de las principales causas de muerte en el 

mundo. En otras palabras, solo en 2018 produjo 9.6 millones de muertes. Además, cada año 

se diagnostican 18.1 millones de casos nuevos.2 De estos, cerca del 50 % de los pacientes 

que reciben quimioterapia son tratados con derivados de platino (cisplatino, carboplatino y 

oxaliplatino).3 Desafortunadamente, estos fármacos traen consigo efectos adversos.4,5 Así, 

con la finalidad de superar estos inconvenientes, grupos de investigación a nivel mundial 

han enfocado sus estudios en el desarrollo de mejores agentes quimioterapéuticos 

empleado otros metales de transición (Au, Cu, Ru, Os, etc.).6–8 Por otro lado, los ligantes 

carbeno N-heterocíclicos (NHC) han llamado poderosamente la atención en química 

organometálica,9 catálisis10,11 y química medicinal.12–16 Debido a que estos ligantes forman 

enlaces fuertes con prácticamente cualquier metal de transición, por lo cual han sido 

empleados en la preparación de numerosos complejos, algunos de ellos han demostrado 

poseer buenas propiedades citotóxicas. Por ejemplo, Metzler-Nolte y colaboradores 

describieron la actividad citotóxica de una serie de complejos del tipo [(NHC)IrCl(COD)], 

donde NHC corresponde a derivados imidazolideno y triazolideno. Los compuestos 

mostraron valores de IC50 de 10.3 ± 2.9 a 46.9 ± 0.1 μM para MCF-7.17–19  
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III. ANTECEDENTES 

a) Cáncer 

• Definición 

Es un conjunto de enfermedades caracterizado por la división anormal de las células y por 

la diseminación de estas hacia otros tejidos. Normalmente, las células crecen, se dividen 

para formar nuevas células a medida que el organismo lo necesita, programan su muerte 

(apoptosis) cuando ya no son necesitadas o bien se encuentran dañadas genéticamente, 

mueren y otras células nuevas las remplazan. Sin embargo, en el cáncer, este proceso 

sistemático se descontrola. Las células dañadas o viejas sobreviven cuando deberían morir, 

y células nuevas se forman cuando no son necesarias. Frecuentemente, el exceso de todas 

estas células conduce a la formación de tumores. Al crecer estos tumores, algunas células 

cancerosas migran a través del sistema circulatorio y/o linfático hacia otro órgano o tejido 

circundante (metástasis) agravando la condición de paciente.20,21 

• Tipos 

Existen más de 100 tipos de cáncer. Los tipos de cáncer reciben, en general, el nombre de 

los órganos o tejidos en donde se formaron. Por ejemplo, el cáncer de pulmón empieza en 

las células pulmonares. Para el caso de un cáncer metastático se identifican las células 

cancerosas que migraron, cáncer original o primario. Por ejemplo, el cáncer de mama, que 

se disemina a los pulmones y forma un tumor metastático se llama cáncer metastático de 

seno y no cáncer de pulmón.21 
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• Incidencia y mortalidad mundial 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 2018, los cánceres de 

pulmón (2.094 millones), mama (2.089 millones) y colorrectal (1.8 millones) fueron los más 

diagnosticados. Por otra parte, los que causaron más defunciones fueron pulmón (1.8 

millones), colorrectal (0.88 millones) y estomago (0.783 millones). En la tabla 1 se comparan 

los principales tipos de cáncer que afectaron a la población mundial en 2018.  

Tabla 1. Número estimado de casos de incidencia y mortalidad en el mundo, ambos sexos, todas las 
edades. “Comparación en los tipos de cáncer”.2 

Cáncer Incidencia Mortalidad 

Pulmón 2 093 876 1 761 007 

Glándulas mamarias 2 088 849         626 679 

Colorrectal 1 849 518         880 792 

Próstata 1 276 106         358 989 

Estómago 1 033 701         782 685 

Hígado         841 080         781 631 

Esófago         572 034         508 585 

Cervicouterino         569 847         311 365 

Tiroides         567 233            41 071 

Vejiga         549 393         199 922 

Total 11 441 637 6 252 726 

Origen: Globocan 2018, International Agency for Research on Cancer. OMS.  

 

Comparando la incidencia y mortalidad en las diferentes regiones del mundo se observa 

que es una enfermedad que afecta prácticamente a cualquier persona. Es normal ver 

números altos en la región de Asia debido a que en esta región se encuentran países 

altamente poblados. Otro hecho digno de mencionar es que en países tercermundistas en 

ocasiones no se cuenta con estadísticas de la situación.2,22 
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Tabla 2. Número estimado de casos de incidencia y mortalidad en el mundo, ambos sexos, todas las 
edades. “Comparación por regiones del mundo”.2 

Cáncer Incidencia Mortalidad 

Asia 8 750 932 5 477 064 

Europa 4 229 662 1 943 478 

Norteamérica 2 378 785         698 266 

América Latina y el caribe 1 412 732         672 758 

África 1 055 172         693 487 

Oceanía         251 674           69 974 

Total 18 078 957 9 555 027 

Origen: Globocan 2018, International Agency for Research on Cancer. OMS.  

En México el cáncer de mama, próstata y colorrectal presentaron una incidencia y tasa de 

mortalidad alta.23,24 

Tabla 3. Número estimado de casos de incidencia y mortalidad en México, ambos sexos, todas las 
edades. “Comparación en los tipos de cáncer”. 2,23,24 

Cáncer Incidencia Mortalidad 

Glándulas mamarias 27 283 6 884 

Próstata 25 049 6 915 

Colorrectal 14 900 7 084 

Tiroides 12 122         881 

Cervicouterino 7 869 4 121 

Pulmón 7 811 6 733 

Estómago  7 546 6 034 

Cuerpo uterino 7 266 1 128 

Hígado 7 265 6 868 

Leucemia  6 406 4 470 

Total 123 517 51 118 

Origen: Globocan 2018, International Agency for Research on Cancer. OMS. 
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• Tratamiento  

En términos de la tecnología disponible hoy en comparación con hace 30 años, el 

tratamiento del cáncer ha progresado notablemente. Existen muchos tipos de tratamiento 

para el cáncer. El tratamiento que recibirá el paciente dependerá del tipo de cáncer y de lo 

avanzado que esté. Los principales tratamientos son:21,25  

• Cirugía, procedimiento por el cual el cirujano extirpa el conglomerado de células 

cancerígenas del cuerpo. 

• Radioterapia, tratamiento del cáncer que usa altas dosis de radiación para destruir 

células cancerosas y reducir tumores.  

• Quimioterapia (popularmente llamada quimio), en este tratamiento se emplean 

fármacos para destruir y/o inhibir la proliferación de células cancerosas. 

Existen otros tratamientos con menor prevalencia como son: inmunoterapia, terapia 

hormonal, trasplante de células madre, etc. Algunos pacientes solo recibirán un tipo de 

tratamiento. Sin embargo, la mayoría reciben una combinación de tratamientos, 

comúnmente cirugía con quimioterapia o con radioterapia. 

• Metalofármacos derivados de platino 

Uno de los metalofármacos más antiguos y mejor conocidos es el cis-

diaminodicloroplatino(II), o cisplatino. Este compuesto fue sintetizado por primera vez en 

1844 por Peyrone,26 no fue hasta 1965 cuando Rosenberg B. y colaboradores demostraron 

sus propiedades como inhibidor de la división celular en Escherichia coli,27 a partir de este 

experimento el cisplatino presentó gran relevancia. Posteriormente, se evaluó como agente 

antitumoral en un modelo de ratón presentando resultados buenos.28 Estudios posteriores 

validaron el cisplatino como un agente anticancerígeno efectivo en humanos. Finalmente, 

la FDA aprobó su uso en 1978 para el tratamiento de los cánceres metastásicos de ovario y 

testicular.29 
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Durante muchos años, se ha descrito que el mecanismo de acción del cisplatino implica la 

activación del compuesto mediante su hidrólisis dentro de las células, debido a la variación 

de la concentración del ion cloruro. En los fármacos de platino de segunda generación como 

carboplatino (comercializado como Paraplatin) y oxaliplatino se sustituyeron los átomos de 

cloro por enlaces de tipo éster con la finalidad de realizar el proceso de hidrólisis más 

fácilmente, estos compuestos fueron aprobados por la FDA en 1989 y 2002, 

respectivamente. Actualmente, se tienen algunos compuestos de platino en fase clínica en 

los Estados Unidos de América, principalmente destacan nedaplatino, lobaplatino y 

heptaplatino (Figura 1).  

 
Figura 1. Metalofármacos derivados del Platino 
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Los medicamentos a base de platino se han convertido en los fármacos de primera elección 

en la terapia contra el cáncer. En otras palabras, la mitad de todos los pacientes sometidos 

a quimioterapia reciben un medicamento de platino.30 A pesar de la universalidad de los 

medicamentos de platino, existen varias desventajas: resistencia por parte de las células 

tumorales hacia derivados de platino y diversos efectos adversos, como: infertilidad, 

alopecia, anemia, alteraciones óticas y nefrotoxicidad.4,5,31,32 

• Nuevos Metalofármacos 

Con la finalidad de ofrecer mejores alternativas terapéuticas, los compuestos 

organometálicos podrían ser una solución debido a que presentan diversas características. 

Los compuestos organometálicos tienen una gran variedad de geometrías (desde lineal a 

octaédrica), tienen una estereoquímica mucho más diversa que los compuestos orgánicos 

(para un complejo octaédrico con seis ligantes diferentes, existen 30 estereoisómeros), y 

por un adecuado diseño del ligante, proporcionan control sobre las propiedades cinéticas 

(como la tasa de hidrólisis del ligante). Además, son cinéticamente estables, y relativamente 

lipofílicos. Debido a estas diferencias fundamentales en comparación con los "complejos de 

coordinación clásicos", los organometálicos ofrecen amplias oportunidades en el diseño de 

nuevos compuestos. Curiosamente, todas las clases de compuestos organometálicos como: 

metalocenos, medio-sándwich, carbenos, carbonilos, etc., que se han utilizado 

ampliamente para fines catalítcos o como biosensores, ahora también han encontrado 

aplicación en química medicinal (Figura 2).33 
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Figura 2. Ejemplos de compuestos organometálicos evaluados como anticancerígenos. 

 

b) Ligantes Carbeno N-Heterocíclico (NHC) 

• Definición de carbeno 

Un carbeno libre (:CR2) es formalmente un átomo de carbono neutro con seis electrones de 

valencia (cuatro electrones de enlace y un par electrónico de no enlace). Los carbenos 

pueden encontrarse en estado fundamental singulete (σ2pπ
0, 1A1) o triplete (σ1pπ

1, 3B1), el 

primer estado electrónico ocurre cuando los dos electrones de no enlace ocupan el orbital 

σ (orbital hibrido sp2). En contraste, en el estado triplete, un electrón ocupa el orbital σ y el 

otro se sitúa en el orbital pπ (Figura 3).34–36 
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Figura 3. Estados electrónicos de un carbeno: Singulete y triplete.     

• Carbenos Metálicos  

El enlace carbeno-metal (LnM=CR2) es posible explicarlo mediante dos modelos: carbenos 

tipo Fischer y Schrock. En los carbenos tipo Fischer, el estado electrónico del carbeno es del 

tipo singulete (σ2pπ
0), por lo que la formación del enlace se lleva a cabo mediante la 

interacción del par electrónico del orbital σ del carbeno con el orbital dz
2 del metal y por la 

retrodonación π por parte del orbital lleno dxy del metal hacia el orbital pπ del carbeno. Este 

tipo de carbenos se caracteriza por coordinar metales (generalmente de los grupos 8 a 12) 

en bajo estado de oxidación, tiene ligantes (L) π-aceptores y sustituyentes (R) π-donadores 

(generalmente, MeO- o Me2N-). Por las características anteriores el carbeno tiene carácter 

electrofílico.34,37–39 

 

Figura 4. Modelo de enlace y ejemplo de complejo metal-carbeno de Fischer. 

Por otra parte, los carbenos tipo Schrock forman dos enlaces covalentes mediante la 

interacción del carbeno en estado triplete (σ1pπ
1) con dos electrones desapareados del 

metal. Este tipo de carbenos se caracteriza por coordinar metales (generalmente de los 

grupos 3 a 7) en alto estado de oxidación y los sustituyentes (R) se limitan a grupos alquílicos 

e hidrógeno. Por las características anteriores el carbeno tiene carácter nucleofílico.34,37–39 
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Figura 5. Modelo de enlace y ejemplo de complejo metal-carbeno de Schrock. 

• Carbenos N-Heterocíclicos (NHC) 

Los carbenos N-heterocíclicos (NHC, por sus siglas en inglés N-Heterocyclic Carbene) son, 

como su nombre indica, compuestos orgánicos cíclicos neutros con al menos un átomo de 

nitrógeno dentro del anillo y un átomo de carbono divalente con un par solitario de 

electrones. Estos ligantes son considerados carbenos de Fischer debido a que el átomo de 

carbono se encuentra en estado singulete. El estado singulete se encuentra favorecido por 

el denominado efecto Push-Pull. El efecto Push consiste en la retrodonación π por parte de 

los pares solitarios en los átomos de nitrógeno (N1 y N3) hacia el orbital pπ de carbeno. De 

manera paralela se tiene el efecto Pull, el cual consiste en el efecto inductivo que tienen los 

átomos de nitrógeno (N1 y N3) a través de los enlaces σ sobre el C2 (Figura 6).35–38,40–42 En el 

caso en particular de este ejemplo (imidazolin-2-ideno) la extensión de la conjugación del 

sistema π por parte de la insaturación proporciona una estabilidad adicional de al menos 

20 Kcal/mol.43    

 

Figura 6. Estabilidad de los NHC 
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• Aspectos Sintéticos de los complejos NHC 

Un inconveniente en el uso de los NHCs libres como herramienta sintética es la baja 

estabilidad que presentan. Por ello, la mayoría se generan a partir de sales de azolio. Existen 

numerosas formas de preparar las sales de azolio.44 A continuación, se describirá la N-

alquilación de azoles debido a que las sales empleadas en este trabajo fueron preparadas 

por este método. 

Posiblemente la N-alquilación de azoles, es la forma más sencilla y eficiente de preparar 

sales de azolio. Para obtener las sales de azolio se requiere alquilar ambos átomos de 

nitrógeno (N1 y N3). La primera N-alquilación a menudo requiere la adición de una base 

(usualmente, hidróxidos o carbonato de metales alcalinos), la cual desprotona al hidrógeno 

del N3 dando lugar a la formación del nucleófilo azolato. Posteriormente, se lleva a cabo la 

sustitución nucleofílica con el halogenuro de alquilo (R1-X) deseado. Finalmente, la segunda 

N-alquilación se realiza con el mismo halogenuro de alquilo o bien se puede emplear otro 

(R2-X); también es posible emplear alquil tosilatos, triflatos y sales de trialquiloxonio 

(reactivo de Meerwein). Cabe mencionar, que si se desea emplear dos diferentes 

halogenuros de alquilo es necesario realizarlo en dos pasos de síntesis (Esquema 1).36,44–46   

 

Esquema 1. Síntesis de sales de azolio mediante N-alquilación de azoles. 

En cuanto a los disolventes, la primera N-alquilación se suele realizar en disolventes polares 

apróticos (MeCN o THF) para ayudar a solubilizar a los reactantes y ayudar a la disolución 

de la base. Mientras que en la segunda N-alquilación se suelen emplear disolventes menos 

polares (DCM o 1,2-DCE46) con la finalidad que la sal de azolio precipite completamente. Sí 

se requiere calentamiento para realizar este paso se emplea tolueno por su alto punto de 

ebullición.44 
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Los complejos NHC pueden ser preparados mediante múltiples metodologías. Algunas de 

las rutas más utilizadas son: coordinación del carbeno libre, ruptura del dimero del carbeno 

por metales de transición, desprotonación in situ, transmetalación, adición oxidativa, 

ciclación de isocianuros metálicos, descarboxilación de 2-carboxi-imidazoles, alquilación de 

complejos de azolio (Esquema 2).35,36,38,45,47 

 

Esquema 2. Principales rutas de síntesis de los complejos NHC. A) Coordinación del carbeno libre, B) 
Ruptura del dimero del carbeno por metales de transición, C) Desprotonación in situ, D) 

Transmetalación, E) Adición oxidativa, F) Ciclación de isocianuros metálicos, E) Descarboxilación de 
2-carboxi-imidazoles, G) Alquilación de complejos de azolio. 

A continuación, se describe el método de transmetalación debido a que los complejos de 

este trabajo fueron preparados mediante esta estrategia. 

Los principales agentes de trasferencia son los complejos NHC-Ag(I).36 Estos complejos se 

generan por desprotonación in situ de sales de azolio empleando óxido de plata (I) (Ag2O) 

como el precursor metálico. Aunque el Ag2O es el más utilizado, también es posible usar 

otras sales de plata como carbonato o acetato. Algunos complejos de plata han presentado 
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propiedades antimicrobianas contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, etc. 48–50 Sin 

embargo, muchos complejos son fotosensibles por lo cual solo se sintetizan para transferir 

el ligante a otros metales de transición como Au, Cu, Ni, Pd, Rh, Ir y Ru.51,52 

En 1998, Wang y Lin reportaron la primera transmetalación de un complejo NHC de Ag(I) a 

Pd(II) y Au(I), con ello demostraron la labilidad que presentaba el enlace Ag-NHC (Esquema 

3).53 Actualmente, este método se ha convertido en un procedimiento estándar en la 

síntesis de complejos de NHC, debido a sus condiciones de reacción suaves, aislamientos 

sencillos y en algunos casos evitar el uso de: bases fuertes, disolventes anhidros y atmósfera 

inerte.36,42,45 

 

Esquema 3. Transmetalación de Ag(I) a Au(I) y Pd(II). 
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• Cuantificación de las propiedades electrónicas de los ligantes NHC 

Las propiedades electrónicas de los NHCs se rigen por los efectos inductivos, estéricos y de 

conjugación.54 Actualmente, se han desarrollado varios métodos para cuantificarlas, tanto 

experimentales como teóricos;55,56 pero sin duda el parámetro electrónico de Tolman (TEP) 

es el método más utilizado. Crabtree y colaboradores establecieron una fórmula de 

regresión lineal evaluando complejos del tipo de [IrCl(CO)2(NHC)], la cual fue mejorada más 

tarde por Nolan para obtener la ecuación siguiente: 

𝑇𝐸𝑃 = 0.847 �̅�(𝐶𝑂)[𝐼𝑟] + 336 𝑐𝑚−1 

El TEP evalúa el poder electrodonador de los ligantes NHC. Cuando un ligante es muy 

electrodonador ocasiona que el centro metálico se enriquezca de electrones y aumente su 

capacidad de retrodonación al orbital de antienlace π* del ligante carbonilo (CO). 

Produciendo un alargamiento en la distancia de enlace C-O y una disminución en la 

frecuencia de estiramiento del CO en el IR.55,56 

 

Figura 7. Fundamento del parámetro electrónico de Tolman. Electrodonación por parte del NHC al 
metal (M) y retrodonación del metal al ligante carbonilo (CO).  

   

En resumen, entre menor sea el valor del TEP el ligante es más electrodonador. Por ejemplo, 

el 1,3-dimetil-imidazolideno (TEP= 2051 cm-1) es más electrodonador que el 1,3-dimetil-5-

nitro-imidazolideno (TEP= 2060 cm-1).56 
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• Aplicación de complejos NHC 

Desde que Arduengo en 1991 aisló al primer NHC libre57 rompió con ello la idea de que 

estos compuestos eran demasiado inestables para ser usados como ligantes en la 

preparación de complejos con metales de transición y fomentó la síntesis de más 

compuestos. Es cierto también, que la mayoría de NHCs libres son especies sensibles al aire. 

Sin embargo, también se observó que se estabilizan mediante la formación de complejos, 

donde el NHC actúa como un donante neutro de dos electrones. Los primeros complejos 

con ligantes NHCs ya habían sido conocidos desde la preparación por parte de Wanzlick y 

Öfele en 1968.58,59  Sin embargo, hoy en día, los complejos de NHC cubren todos los metales 

de transición,60 así como una gran cantidad de elementos del grupo principal.61 El 

descubrimiento de que muchos complejos de NHC son catalizadores62 útiles para diversas 

transformaciones orgánicas contribuyó en gran medida a su popularidad y fue una fuerza 

impulsora importante para su desarrollo y avance de la química de coordinación.63 Además, 

algunos complejos NHC poseen propiedades biológicas interesantes, entre ellas destacan: 

propiedades antimicóticas, antimicrobianas, antitumorales, entre otras.12–16 Otras áreas en 

las cuales también incursionan estos compuestos son: ciencia de los materiales y 

luminiscencia.64,65  

• Complejos NHC con propiedades terapéuticas 

Los primeros reportes sobre las propiedades biológicas de los complejos NHC fueron 

publicados entre 1996 y 1999 por Cetinkaya y colaboradores, ellos describieron las 

propiedades antibacterianas de complejos de Ru(II) y Rh(I).66,67 Posteriormente, el número 

de publicaciones sobre complejos NHC en ciencias biomédicas siguió aumentando 

lentamente (aún menos de 10 reportes hasta finales de 2005) pero experimentó un 

aumento dramático en años posteriores. Hoy en día, la investigación sobre el potencial 

biológico de los complejos metálicos de NHC es una de las áreas más activas dentro del 

campo emergente de la química bioorganometálica.12–16,33  
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Recientemente, los complejos de Ir han atraído mucho la atención por sus propiedades 

antiproliferativas y luminiscentes, especialmente cuando su estado de oxidación es + III.8,68–

71 Sin embargo, solo hay escasos ejemplos de complejos Ir(I) con propiedades terapéuticas. 

• Metalofármacos de Ir(I) 

Desde 1978, se tenía la idea que los compuestos de Ir(I) podrían exhibir excelentes 

propiedades antitumorales, debido a que se pensaba que actuarían de manera análoga a 

los compuestos de Pt(II), ya que estos compuestos comparten: una configuración 

electrónica d8 y una geometría cuadrada plana. Giraldi T. y colaboradores reportaron la 

actividad antitumoral del acetilacetonato-1,5-ciclooctadieno iridio (I) [Ir(acac)COD] 

empleando el modelo carcinoma de ascitis de Ehrlich-Lettre (EAC). El compuesto mostró 

buenos resultados, reportaron que administrando 50 mg/Kg/día en un periodo de cuatro 

días (comenzando un día después de trasplante del tumor) todos los ratones se aliviaban y 

ninguno de ellos moría por efectos tóxicos.72  

Cerca de 37 años los complejos de Ir(I) con aplicaciones antineoplásicas fueron olvidados 

por la comunidad científica. Probablemente se deba a que algunos de estos compuestos 

son inestables al medio ambiente y/o fisiológico. No fue hasta que los ligantes NHC 

permitieron estabilizar estos complejos y con ello continuar la evaluación de sus 

propiedades antitumorales. 

En 2015, el Dr. Nils Metzler-Nolte y colaboradores reportaron la síntesis (Esquema 4) y las 

propiedades antiproliferativas del complejo (MN-01), 14.6 ± 2.5 µM en MCF-7 (mama), 19.3 

± 3.8 µM en HT-29 (colon) y 16.1 ± 6.4 µM en HEK-293T (riñón). Además, incluyeron un 

estudio de interacción con proteínas, en el cual el complejo formó un aducto con el 

citocromo c, esta unión resulta de la interacción del citocromo con el fragmento iridio-

carbeno, durante este proceso el complejo pierde los ligantes (Cl y COD) y se oxida a Ir(III).19 
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Esquema 4. Síntesis del complejo MN-01. 

En 2016, Maftei E. y colaboradores realizaron una serie de complejos NHC de Au(I), Rh(I) e 

Ir(I), los cuales fueron evaluados en 12 líneas celulares (CXF-HT-29, GXF-251, LXFA-629, 

LXFL-529, MAXF-401, MEXF-462, OVXF-899, PAXF-1657, PRXF-22Rv1, PXF-1752, RPXF-486 y 

UXF-1138). Desafortunadamente, los complejos de Ir(I) no mostraron buenas propiedades 

como anticancerígenos (Figura 8).73  

 

Figura 8. Complejos de Maftei con deficiente actividad anticancerígena.  

 

Posteriormente, Metzler-Nolte N. y colaboradores tomaron como base el complejo (MN-

01) para continuar preparando análogos de este. En 2016, describieron dos series de 

complejos NHC de Ir(I) derivados de imidazolideno, la primera mono carbenos y la segunda 

bis-carbenos catiónicos. Los mono carbenos (M1-3) mostraron ser buenos antiproliferativos 

en MCF-7 obteniendo valores de IC50 que van desde 14.6 ± 2.5 µM hasta 46.920 ± 0.085 µM 

y el mismo tipo de interacción que el complejo anterior. Con respecto a los bis carbenos 

catiónicos (B1-3) se observa que son más potentes al compararlos con los mono carbenos y 

en estos compuestos no se observó la interacción con el citocromo c, lo que sugiere que su 

mecanismo de acción es mediante otra vía. También se incluyó un compuesto de carbonilos, 

el cual presentó una actividad citotóxica inferior al compararlo con su análogo con ligante 

COD (Figura 9).17 
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Figura 9. Complejos reportados por Metzler-Nolte N. y colaboradores en 2016.   

 

Finalmente, el año pasado Metzler-Nolte N. y colaboradores prepararon dos series de 

complejos NHC de Ir(I) derivados de triazolideno y tiazolideno, los complejos fueron activos 

frente a MCF-7 y HT-29, con valores de IC50 en el intervalo de 1 a 60 µM. En cuanto al estudio 

del mecanismo de acción de estos complejos, realizaron el bioensayo de ROS en MCF-7 y 

observaron que todos los compuestos elevaban los niveles, sugiriendo que los compuestos 

presentan la actividad terapéutica por realizar daño celular a través de estrés oxidativo.18 
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IV. HIPÓTESIS 

 

En el bioensayo de citotoxicidad, los complejos mostrarán una potencia y especificidad alta 

hacia células tumorales, con respecto al cisplatino. Lo anterior podría ser posible debido a 

que, en los compuestos se incorporaron diversos grupos farmacóforos: los ligantes NHC 

brindarán estabilidad,12–16 el Ir(I) podría ser capaz de unirse al ADN y/o modificar el 

metabolismo celular.17–19,46  Además, los grupos nitro posiblemente logran interactuar con 

nucleófilos biológicos (proteínas, aminoácidos, nucleótidos, etc.) a través de interacciones 

no covalentes y/o podrían causar daño celular a través de estrés oxidativo mediado por 

especies reactivas de oxígeno.74–76 Finalmente, el carácter lipofílico necesario para permear 

las membranas celulares será modulado mediante la sustitución del anillo bencílico.77 Con 

todo lo anterior en mente, nos planteamos los siguientes objetivos.  

V. OBJETIVOS 

• Objetivo General  

Sintetizar y caracterizar una serie de complejos de Ir(I) 4a-b y 5a-b, con ligantes del tipo 

carbeno N-Heterocíclicos (NHC) derivados de 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol. Así como, 

evaluar in vitro su actividad citotóxica. 

• Objetivos Particulares 

i. Establecer las condiciones de reacción para cada uno de los pasos de reacción  

ii. Obtener las sales de 5,6-dinitrobenzimidazolio 3a-b 

iii. Analizar las interacciones no covalentes presentes en las redes cristalinas.  

iv. Determinar in vitro la IC50 (actividad citotóxica) del compuesto más potente y/o 

selectivo identificado durante el screening  

v. Estudiar in vivo la producción de especies reactivas de oxígeno de los compuestos 

que resulten con buenas propiedades citotóxicas 

vi. Estudiar las propiedades electrónicas de los ligantes NHC mediante el parámetro 

electrónico de Tolman (TEP). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

a) Síntesis y caracterización de los compuestos 

• Sales de 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazolio 3a-b 

Las sales de azolio necesarias para el desarrollo de esta tesis fueron sintetizadas en tres 

pasos de reacción a partir de benzimidazol (Esquema 5). En primer lugar, con la finalidad de 

incorporar los grupos nitro al ligante, se sintetizó el 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 1, el 

cual fue obtenido mediante la nitración del benzimidazol empleando una mezcla de ácido 

nítrico fumante con ácido sulfúrico (Esquema 5). La reacción se calentó a 130 oC por 12 h. 

El producto se obtuvo con un rendimiento de 52 %. Los datos espectroscopicos de 1 

concuerdan con los descritos en la literatura.78  

 

Esquema 5. Síntesis de las sales de 5,6-dinitrobenzimidazolio 3a-b. 

Posteriormente, el compuesto 1 reaccionó con el bromuro de bencilo correspondiente, en 

presencia de carbonato de potasio y acetonitrilo como disolvente. En nuestro estudio 

escogimos dos grupos bencilo, bromuro de bencilo (serie a) y su análogo pentafluorado 

(serie b), ya que el carácter lipofílico que necesitan los compuestos es brindado 

esencialmente por este fragmento. Los compuestos 2a y 2b se obtuvieron con un 

rendimiento de 87 y 86 %, respectivamente. Finalmente, las sales de azolio fueron 

preparadas haciendo reaccionar 2a o 2b con tetrafluoroborato de trimetiloxonio en 1,2-

dicloroetano. Las sales fueron aisladas con un rendimiento de 81 y 87 %, respectivamente. 

Todos los compuestos fueron caracterizados mediante RMN de 1H y 13C{1H}, espectrometria 

de masas y análisis elemental. A continuación, se detalla la caracterización de 3a. Todos los 

detalles concernientes al resto de los compuestos se encuentran en la sección 

experimental. 
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• Espectro de RMN de 1H de 3a. 

En el espectro de RMN de 1H de 3a (Figura 10) la señal más característica corresponde al 

protón ácido del fragmento NCHN, la cual aparece en 10.06 ppm, siendo un valor tipico para 

este tipo de compuestos. Además, se observa una señal simple en 4.46 ppm, la cual es 

asignada al fragmento -CH3. El resto de las señales se encuentran convenientemente 

asignadas en el espectro de la Figura 10. 

 

 

Figura 10. Espectro de 1H RMN (500 MHz, Acetona-d6) del compuesto 3a. 
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• Espectro de RMN de 13C{1H} de 3a. 

En la Figura 11 se muestra el espectro de RMN de 13C{1H} de 3a. La señal del carbono 

procarbenico (NCHN) se encuentra en 150.2 ppm. Como era de esperarse en la región de 

carbonos aromáticos se muestran 10 señales debido a los fragmentos aromáticos 

(benzimidazol y bencilo) del compuesto. La señal en 35.5 ppm corresponde al fragmento -

CH3. 

 

 

Figura 11. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, Acetona-d6) del compuesto 3a. 

 

• Espectro de masas de 3a.  

El espectro de masas de 3a fue determinado mediante ESI+, en el se muestra el ion 

molecular [M-BF4]+ en 313.10 m/z (Figura 12).  
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Figura 12. Espectro de masa (ESI+) del compuesto 3a. 

 

• Análisis elemental de 3a.  

Los resultados del análisis elemental del compuesto 3a están en concordancia con los 

porcentajes teóricos calculados para la fórmula: C15H13BF4N4O4, [C] 45.03 %, [H] 3.28 %, [N] 

14.00 %, encontrándose experimentalmente [C] 44.94 %, [H] 3.25 %, [N] 13.94 %.  

Los análisis anteriores confirmaron la identidad y pureza del compuesto 3a.   
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• Complejos NHC-Ir(I) 4a-b y 5a-b 

La preparación de los complejos NHC de Ir(I) 4a y 4b se realizó mediante una reacción de 

transmetalación (Esquema 6). La reacción de Ag2O con la sal de azolio correspondiente 3a 

o 3b en acetonitrilo, produjo los respectivos complejos NHC de Ag(I), los cuales no fueron 

aislados ni purificados. Posteriormente, se añadió [IrCl(COD)]2 al medio de reacción, 

produciendo la precipitación inmediata de AgBF4 y la formación de los productos deseados. 

Los complejos 4a y 4b se obtuvieron con un rendimiento de 20 y 24 %, respectivamente. 

Además, con el objetivo de estudiar las propiedades electrónicas de los ligantes NHC, se 

sintetizaron los derivados carbonílicos 5a y 5b. Para tal objetivo se hizo burbujear CO 

(monóxido de carbono) a través de una disolución del complejo 4a o 4b, lo que genera el 

intercambio del ligante COD (1,5-ciclooctadieno) por dos moléculas de CO (carbonilo). Los 

complejos 5a y 5b fueron obtenidos con un rendimiento del 71 y 76 %, respectivamente. 

 

Esquema 6. Síntesis de los complejos NHC de Ir (I) 4a-b y 5a-b. 

 

Debido a la similitud de los compuestos, a continuación, sólo se describe la caracterización 

de los complejos 4a y 5a. Todos los detalles referentes a los complejos 4b y 5b se encuentran 

en la sección experimental. 
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• Espectro de RMN de 1H de 4a. 

El primer indicio de que el complejo 4a se ha formado se muestra en el espectro de RMN 

de 1H (Figura 13), ya que la señal del fragmento NCHN no se observa. Además, aparecen las 

señales típicas del ligante COD. Debido a la influencia trans del NHC, la señal del fragmento 

trans-HC=CH del ligante COD aparece en 4.96 ppm, mientras que el fragmento cis-HC=CH 

se muestra como un par de señales múltiples en 3.03 y 2.88 ppm. Otra señal característica 

es la producida por el grupo –CH2–, la cual aparece como un par diasterotópico en 6.36 y 

5.91 ppm. El resto de las señales se encuentran asignadas en el espectro de la Figura 13. 

 

Figura 13. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del compuesto 4a. 
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• Espectro de RMN de 13C{1H} de 4a. 

En el espectro de RMN de 13C{1H} de 4a el número de señales concuerda con la estructura 

del compuesto (Figura 14). La señal más característica corresponde al carbono carbénico 

(Ir-CCarbeno) que aparece en 202.9 ppm, lo cual confirma que la coordinación a Ir(I) se ha 

realizado. En la región de 106 a 140 ppm aparecen 10 señales asignadas a los carbonos 

aromáticos. Debido a la falta de simetría del complejo el ligante COD muestra 8 señales, 

siendo las más significativas las asignadas al fragmento trans-HC=CH al NCH que se observan 

en 91.4 y 91.2 ppm. El resto de las señales se encuentran asignadas en la Figura 14. 

 

Figura 14. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del compuesto 4a. 

• Espectro de masas de 4a. 

En el espectro de masas se observa el ion molecular [M]+ en 648 m/z, el cual corresponde 

con la masa del compuesto (Figura 15). 
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Figura 15. Espectro de masa (FAB+) del compuesto 4a. 

 

• Análisis elemental de 4a. 

Los resultados del análisis elemental corresponden de manera satisfactoria con los 

porcentajes teóricos calculados para la fórmula: C23H24ClIrN4O4, [C] 42.62 %, [H] 3.73 %, [N] 

8.64 %, encontrándose experimentalmente [C] 42.80 %, [H] 3.68 %, [N] 8.63 %.  

Todas las espectroscopías y el análisis elemental fueron congruentes con la estructura 

propuesta, lo que confirma su identidad y pureza. 
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• Espectro de RMN de 1H de 5a. 

El primer indicio para afirmar que el intercambio de ligante (COD por 2 CO) se realizó 

satisfactoriamente se muestra en el espectro de RMN de 1H (Figura 16), ya que las señales 

típicas del ligante COD no se observan. En el espectro sólo se observan las señales del núcleo 

de benzimidazol, los hidrógenos aromáticos provenientes del bencilo, el metileno (-CH2-) y 

el fragmento -CH3. 

 

Figura 16. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del compuesto 5a. 

  



39 

 

• Espectro de RMN de 13C{1H} de 5a. 

En el espectro de RMN de 13C{1H} de 5a el número de señales concuerda con la estructura 

del compuesto (Figura 17). Las señales más características corresponden a los dos ligantes 

carbonilo (2 CO) que aparecen en 180.2 y 167.3 ppm, lo cual confirma que el intercambio 

de ligante se ha realizado. Otra señal importante corresponde al carbono carbénico 

metalado (Ir-CCarbeno) que aparece en 193.9 ppm. El resto de las señales corresponden al 

ligante NHC.  

 

Figura 17. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del compuesto 5a. 

 

• Espectro de masas de 5a. 

En el espectro de masas (Figura 18) se observa el ion molecular [M]+ en 596 m/z, el cual 

corresponde a la masa del compuesto y el pico [M-Cl] + en 560 m/z. 
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Figura 18. Espectro de masas (FAB+) del compuesto 5a. 

 

• Espectro FT-IR de 5a. 

En el espectro de FT-IR (Figura 19) se observan dos bandas intensas situadas en 𝜐 2067 y 

1981 cm-1, las cuales pertenecen a las frecuencias de estiramiento de los ligantes carbonilos 

(CO) localizados en conformación cis. 
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Figura 19. Espectro de FT-IR del compuesto 5a. 

 

• Análisis elemental de 5a. 

Los resultados del análisis elemental corresponden de manera satisfactoria con los 

porcentajes teóricos calculados para la fórmula: C17H12ClIrN4O6, [C] 34.26 %, [H] 2.03 %, [N] 

9.40 %, encontrándose experimentalmente [C] 34.29 %, [H] 2.12 %, [N] 9.61 %.  

Todas las espectroscopías y el análisis elemental fueron congruentes con la estructura 

propuesta, lo que confirma su identidad y pureza. 
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b) Análisis cristalográfico de los complejos 

Las estructuras moleculares de los complejos 4a, 4b y 5b fueron determinadas de manera 

inequívoca mediante difracción de rayos X de monocristal. Los datos cristalográficos de 

colección y refinamiento están compilados en la Tabla 4.  

Tabla 4. Datos cristalográficos y de refinamiento estructural de los complejos 4a, 4b y 5b. 

Compuestos 4a 4b 5b 

Fórmula C23H24ClIrN4O4 C23H19ClF5IrN4O4 C17H7ClF5IrN4O6 · 5/2 C6H6 

P.M. 648.11 738.07 881.18 

T (K) 298(2)  298(2) 150(2) 

Sistema cristalino Monoclínico Monoclínico Monoclínico 

Grupo espacial P21/c C2/c C2/c 

a(Å) 13.3172(5)  19.3562(18)  50.406(4)  

b(Å) 14.3965(5)  9.9886(10)  9.8489(8)  

c(Å) 12.0061(4)  26.188(3)  13.3841(11)  

β(°) 96.7621(11)  106.918(2)  98.146(2)  

V(Å3) 2285.81(14)  4844.2(9)  6577.4(9)  

Z 4  8  8  

ρcalc (g/cm3) 1.883  2.024  1.780  

μ (mm-1) 5.996  5.701  4.219  

F(000) 1264.0  2848.0  3432.0  

Tamaño del cristal (mm3) 
0.290 × 0.087 

× 0.065  
0.408 × 0.279 × 

0.196  
0.401 × 0.240 × 0.086  

Radiación λ = 0.71073  λ = 0.71073  λ = 0.71073  

Intervalo θ (°) 4.436 a 50.784  4.4 a 59.148  4.792 a 60.212  

Reflexiones colectadas 17,262  35,627  110,879  

Reflexiones Independiente, Rint 4201, 0.0227 6783, 0.0952  9669, 0.0502  

Datos/restricciones /parámetros 4201/0/299  6783/0/344  9669/642/500  

Bondad del ajuste en F2 1.123  1.072  1.252  

R1,awR2 b(I≥2σ(I)) 0.0233, 0.0449  0.0517, 0.0872  0.0508, 0.1187  

R1,awR2 b(todos los datos) 0.0280, 0.0471  0.1105, 0.1014  0.0612, 0.1232  

∆ρmin,max[e Å-3] -0.45, 0.67  -1.37, 2.24  -4.26, 4.16  
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Los monocristales de los complejos 4a y 4b fueron obtenidos mediante difusión lenta de 

hexano en disoluciones concentradas de los complejos (1,2-DCE para 4a y MeCN para 4b). 

Mientras que los cristales de 5b se obtuvieron por evaporación lenta de una disolución 

concentrada del complejo en benceno.  

El sistema cristalino para el complejo 4a es monoclínico con grupo espacial P21/c y presenta 

cuatro moléculas en la celda unitaria (Z= 4). Por otra parte, los complejos 4b y 5b, presentan 

un sistema monoclínico con grupo espacial C2/c y ocho moléculas en la celda unitaria (Z= 8). 

A continuación, se analiza de manera conjunta las estructuras cristalinas de los complejos 

4a y 4b (Figura 20 y 21) debido a la similitud estructurales que guardan los compuestos. 

Las estructuras revelan una geometría cuadrada plana ligeramente distorsionada alrededor 

del centro metálico. El ligante NHC respectivo se encuentra coordinado al Ir(I), un ligante 

cloro y un ligante COD completan la esfera de coordinación. Las longitudes del enlace Ir(I)–

NHC son 2.004 (4) Å en 4a y 1.979 (5) Å en 4b, las cuales son típicas para este tipo de 

compuestos. En ambos complejos se observa el fuerte efecto trans que ejerce el ligante 

NHC, en otras palabras, la distancia promedio de los carbonos trans al carbeno (2.19 Å en 

4a y 4b) es ligeramente mayor que la distancia de los carbonos trans al ligante cloro (2.11 y 

2.10 Å en 4a y 4b, respectivamente). Las principales distancias de enlace y los ángulos más 

representativos se muestran en la (Tabla 5). 
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Figura 20. Estructura molecular del complejo 4a. Los elipsoides están representados a 50 % de 
probabilidad y los átomos de hidrógeno fueron omitidos por claridad 

.  

Figura 21. Estructura molecular del complejo 4b. Los elipsoides están representados a 50 % de 
probabilidad y los átomos de hidrógeno fueron omitidos por claridad. 
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Tabla 5. Distancias de enlace y ángulos selectos para los complejos 4a y 4b. 

Compuesto 4a 4b  

Enlace Distancia de enlace [Å]  

Ir(1)-C(2) 2.004(4) 1.979(5)  

Ir(1)-Cl(1) 2.364(1) 2.374(2)  

Ir(1)-C(18) 2.107(3) 2.102(9)  

Ir(1)-C(19) 2.111(5) 2.099(8)  

Ir(1)-C(22) 2.184(4) 2.198(7)  

Ir(1)-C(23) 2.204(4) 2.188(6)  

Enlace Ángulos de enlace [°]  

C(2)-Ir(1)-C(18) 89.1(1) 92.3(3)  

C(2)-Ir(1)-C(19) 92.4(2) 97.6(3)  

C(2)-Ir(1)-Cl(1) 91.0(1) 86.7(2)  

C(18)-Ir(1)-C(23) 80.9(1) 81.2(3)  

C(18)-Ir(1)-C(22) 96.7(1) 93.8(3)  

C(19)-Ir(1)-C(23) 89.1(2) 91.9(3)  

C(19)-Ir(1)-C(22) 80.8(2) 80.9(3)  

C(2)-Ir(1)-C(22) 160.6(1) 167.9(3)  

C(2)-Ir(1)-C(23) 162.2(1) 155.7(3)  

C(22)-Ir(1)-Cl(1) 90.2(1) 90.8(2)  

C(23)-Ir(1)-Cl(1) 93.0(1) 92.2(2)  

En un análisis más detallado del empaquetamiento molecular, se encontró que los cristales 

se encuentran estabilizados con enlaces de hidrógeno (A-H···B) e interaciones de 

apilamiento tipo π-π. 

Los puentes de hidrógeno de la estructura 4a (Figuras 22-23) presentan una geometría 

angular y son considerados de fuerza baja debido a que las distancias del enlace H···B se 

encuentran entre 2.6 y 2.9 Å.79 En la tabla 6, están enlistadas estas distancias y sus ángulos.  
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Figura 22. Interacciones: C(14’)-H(14’)···O(2) y C(7’)-H(7’)···O(4), en el complejo 4a. 

 

 

Figura 23. Interacciones: C(25’)-H(25A’)···O(1) y C(25’)-H(25B’)···O(3), en el complejo 4a. 
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Tabla 6. Enlaces de hidrógeno del complejo 4a. 

Enlace Distancia [Å]  Ángulo [°] 

A-H···B A-H H···B A···B <(AHB) 

C(14’)-H(14’)···O(2) 0.930 2.611 3.327(7) 139.2 

C(25’)-H(25B’)···O(3) 0.970 2.670 3.503(6) 144.2 

C(25’)-H(25A’)···O(1) 0.970 2.698 3.434(6) 133.1 

C(7’)-H(7’)···O(4) 0.930 2.712 3.411(5) 132.7 

 

Por otra parte, en los enlaces de hidrógeno de la estructura 4b (Figuras 24-27) se observan 

varios tipos de geometrias: donador bifurcado, aceptor bifurcado y angular. Las distancias 

de enlace y sus ángulos (Tabla 7), se encuentran dentro de los límites establecidos para 

enlaces de hidrógeno de fuerza baja.79 

 

Figura 24. Interacciones del tipo donador bifurcado, presente en el complejo 4b: C(23’)-H(23’)···F(2) 
y C(23’)-H(23’)···O(1); el ángulo (F2-H23’-O1’’) es 67.5°. Un bencilo fluoroado fue omitido por 

claridad.    
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Figura 25. Interacciones del tipo aceptor bifurcado, presente en el complejo 4b: C(24’)-
H(24A’)···O(1) y C(23’)-H(23’)···O(1); el ángulo (H24A’’-O1-H23’) es 69.3°. Un bencilo fluoroado fue 

omitido por claridad. 

 

 

Figura 26. Interacciones del tipo aceptor bifurcado, presente en el complejo 4b: C(7’)-H(7’)···Cl(1) y 
C(11’’)-H(11B’’)···Cl(1); el ángulo (H11’’-Cl1-H7’) es 132.0°. Un ligante NHC fue omitido por claridad. 
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Figura 27. Interacciones del tipo angular, presentes en el complejo 4b: C(7’)-H(7’)···Cl(1) y C(11’’)-
H(11B’’)···Cl(1). Un anillo de benceno fue omitido por claridad. 

 

Tabla 7. Enlaces de hidrógeno del complejo 4b. 

Enlace Distancia [Å]  Ángulo [°] 

A-H···B A-H H···B A···B <(AHB) 

C(10’)-H(10C’)···O(4) 0.962 2.470 3.192(9) 131.8 

C(24’)-H(24A’)···O(1) 0.970 2.525 3.48(1) 167.0 

C(25’)-H(25A’)···F(4) 0.970 2.559 3.443(9) 151.5 

C(23’)-H(23’)···F(2) 0.981 2.614 3.38(1) 135.0 

C(23’)-H(23’)···O(1) 0.981 2.626 3.54(1) 155.7 

C(11’)-H(11B’)···Cl(1) 0.970 2.698 3.547(6) 146.3 

C(7’)-H(7’)···Cl(1) 0.930 2.838 3.586(7) 138.2 

Por otro lado, en las redes cristalinas de los complejos se presentaron interacciones de 

apilamiento π-π del tipo palarelo desplazado entre los anillos aromáticos (benzimidazol-

bencilo en 4a y benzimidazol-benzimidazol en 4b), las distancias entre los centroides de los 

anillos son 3.862 y 3.931 Å, respectivamente (Figuras 28-29). Estas distancias son habituales 
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para este tipo de interacciones.79 Tambien se observó en el complejo 4b la sinergia de 

interacciones, el enlace de hidrógeno C(10’)-H(10C’)···O(4) es más fuerte que los demás 

debido a que ocurre con el mismo par de moléculas que la interación π-π (Figura 29). 

 

Figura 28. Interacción de apilamiento π-π entre los anillos de benzimidazol y bencilo en el complejo 
4a.  

 

Figura 29. Sinergia de interacciones en el complejo 4b: interacción de apilamiento π-π entre los 
anillos de benzimidazol y enlace de hidrógeno C(10’)-H(10C’)···O(4). Dos bencilos fluoroado fueron 

omitido por claridad. 
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Para concluir el análisis cristalográfico analizaremos al complejo 5b, el cual cristalizó en 

forma de solvato de benceno. Las moléculas de benceno cocristalizaron con el complejo por 

la presencia de interacciones de apilamiento π-π del tipo palarelo desplazado. (Figura 30-

31).80 Adicionalmente, entre estas moléculas se forman los siguientes enlaces de hidrógeno 

(Figura 31-32): C(30’)-H(30’)⋯F(1) y C(28’)-H(28’)⋯O(4). Las distancias observadas son 

habituales para cada tipo de interacción.  

 

Figura 30. Interacciones de apilamiento π-π stacking en el complejo 5b: paralelo desplazado entre 
los centroides C11-C16 y C17-C20. 

 

Figura 31. Interacciones en el complejo 5b: apilamiento π-π entre los anillos de benzimidazol y 
enlace de hidrógeno C(30)-H(30)···F(1). 
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Figura 32. Enlace de hidrógeno C(28’)-H(28’)···O(4), presente en el complejo 5b. 

 

Adicionalmente, el cristal está estabilizado con otros enlaces de hidrógeno intermoleculares 

(Figuras 33-35) de fuerza baja, estos enlaces presentan diversos tipos de geometrias: 

aceptor bifurcado y angular. Las distancias de enlace y sus ángulos se muestran en la Tabla 

8. 

Tabla 8. Enlaces de hidrógeno del complejo 5b. 

Enlace Distancia [Å]  Ángulo [°] 

A-H···B A-H H···B A···B <(AHB) 

C(1’)-H(1B’)···O(1) 0.98 2.563 3.108(9) 115.1 

C(30)-H(30)···F(1) 0.95 2.578 3.470(2) 157.0 

C(28)-H(28)···O(4) 0.95 2.592 3.320(1) 133.3 

C(10’)-H(10B’)···F(2) 0.99 2.664 3.286(7) 121.0 

C(31’)-H(31’)···Cl(1) 0.95 2.811 3.750(1) 168.2 

C(4’)-H(4’)···Cl(1) 0.95 2.923 3.282(5) 103.8 
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Figura 33. Interacciones del tipo aceptor bifurcado, presente en el complejo 5b: C(31’)-H(31’)···Cl(1) 
y C(4’’)-H(4’’)···Cl(1); el ángulo (H4’’-Cl1-H31’) es 82.0°. Un bencilo fluoroado fueron omitido por 

claridad. 

 

 

Figura 34. Enlace de hidrógeno C(1’)-H(1’)···O(1) , presente en el complejo 5b. 
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Figura 35. Enlace de hidrógeno C(10’)-H(10’)···F(2), presente en el complejo 4b. Un grupo nitro fue 
omitido por claridad. 

 

Además, en la estructura se puede observar al ligante NHC coordinado al Ir (I), dos ligantes 

carbonilos (CO) y un átomo de cloro completando la esfera de coordinación alrededor del 

centro metálico (Figura 36). El complejo presenta una geometría cuadrada plana 

ligeramente distorsionada. La longitud de enlace Ir (I)-NHC es 2.055(6) Å. De manera similar 

observamos el efecto trans que ejerce el ligante NHC, en este caso ocasiona que la distancia 

Ir(I)–CO trans al carbeno (1.905(7) Å) sea ligeramente mayor que la distancia Ir(I)-CO trans 

al ligante cloro (1.832(7) Å). Las distancias principales de enlace y los ángulos más 

representativos se muestran en la (Tabla 9). 
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Figura 36. Estructura molecular del complejo 5b. Los elipsoides están representados a 50 % de 
probabilidad. Los átomos de hidrógeno y las moléculas de benceno fueron omitidos por claridad. 

Tabla 9. Distancias de enlace y ángulos selectos para el complejo 5b. 

Enlace Distancia de enlace [Å] Enlace Ángulo [°] 

Ir(1)-C(2) 2.055(6) C(2)-Ir(1)-C(21) 177.0(3) 

Ir(1)-Cl(1) 2.339(2) C(2)-Ir(1)-C(22) 92.2(3) 

Ir(1)-C(21) 1.905(7) C(2)-Ir(1)-Cl(1) 84.1(2) 

Ir(1)-C(22) 1.832(7) C(21)-Ir(1)-C(22) 90.4(3) 

C(21)-O(21) 1.120(1) C(2)-Ir(1)-Cl(1) 84.1(2) 

C(22)-O(22) 1.140(8) C(21)-Ir(1)-Cl(1) 93.3(2) 

  C(22)-Ir(1)-Cl(1) 175.7(2) 

  O(21)-C(21)-Ir(1) 178.1(7) 

  O(22)-C(22)-Ir(1) 178.5(6) 
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c) Análisis de las propiedades electrónicas de los ligantes. 

Mediante la ecuación (1) descrita por Nolan56 se obtuvieron los valores de TEP para los 

complejos 5a y 5b (2050.3 y 2052.9 cm-1, respectivamente). En la Figura 37 se muestran 

estos resultados y valores de compuestos relacionados. 

𝑇𝐸𝑃 = 0.847 �̅�(𝐶𝑂)[𝐼𝑟] + 336 𝑐𝑚−1     (1) 

Comparando los ligantes NHC-0456,81 y NHC-0956 podemos observar que la presencia de un 

grupo nitro en la posición C4 del imidazol influye mucho en las propiedades electrónicas. Sin 

embargo, en los complejos 5a y 5b los grupos nitros en las posiciones 5,6 del benzimidazol 

no retiran mucha densidad electrónica del anillo, debido a que los valores de TEP se 

asemejan a imidazoles relacionados. Por ejemplo, al comparar 5b con NHC-0656,82 se 

observa que el carácter electrodonador de estos ligantes es semejante ( TEP= 2052.9 y 

2053.3 cm-1, respectivamente) y de manera similar ocurre con 5a (TEP= 2050.3 cm-1), el cual 

presenta un carácter electrodonador igual a los ligantes NHC-0283 y NHC-0356,84. Sugiriendo 

que los efectos de los grupos nitro y el anillo benzofusionado se compensan entre si.  

Al comparar los complejos 5a y 5b (TEP= 2050.3 y 2052.9 cm-1, respectivamente) se observa 

que los átomos de fluor invierten la polaridad del anillo bencílico ocasionado que el 

derivado pentafluorado presente menor capacidad electrodonadora. Lo anterior concuerda 

con la tendencia observada en los ligantes NHC-0117 y NHC-0656,82 ( TEP= 2041.9 y 2053.3 

cm-1, respectivamente). 

Comparando los ligantes 5a, NHC-0585, 5b, NHC-0785 y NHC-0886 (TEP= 2050.3, 2052.0, 

2052.9, 2053.3 y 2055.4 cm-1, respectivamente), se observa que 5a presenta la mayor 

capacidad electrodonadora de todos estos derivados de benzimidazolideno. En cuanto al 

ligante 5b presenta una capacidad electrodonadora regular. 
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Figura 37. Valores de TEP de los ligantes 5a, 5b y relacionados. 
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d) Actividad citotóxica de los compuestos. 

La evaluación citotóxica preliminar de todos los compuestos se llevó a cabo en cinco líneas 

celulares de cáncer humano; glioblastoma (U-251) y adenocarcinomas de: próstata (PC-3), 

colorrectal (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmón (SKLU-1). Además, se incluyeron células 

sanas de riñón de mono verde africano (COS-7) con fines comparativos. Se empleó una 

concentración de 25 μM de cada uno de los compuestos y DMSO como vehículo. Con la 

finalidad de comparar los compuestos con un metalofármaco aprobado por la FDA, se 

evaluó el cisplatino en las mismas condiciones que los compuestos. En la (tabla 10) se 

muestran los resultados obtenidos. 

Tabla 10. Inhibición del crecimiento (%) de las líneas celulares por acción de los compuestos 
derivados del 5,6-dinitro- benzimidazol empleado una dosis de 25 μM.  

Compuesto U-251 PC-3 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7 

2a 6.8 10.5 --- 6.4 0.2 2.1 

2b --- 30.5 6.6 --- 52.7 1.1 

3a 100 85.3 100 100 100 86.3 

3b 100 100 100 92.7 100 98.3 

4a 25.3 99.0 11.2 100 68.7 7.9 

4b 75.0 100 100 100 99.0 93.2 

5a --- 24.3 13.2 2.0 19.1 3.7 

5b --- 13.8 14.7 11.8 32.4 --- 

Cisplatino 48.4 45.9 36.7 20.3 77.5 42.8 

 

Como se observa en la Tabla 10. El compuesto 2a fue poco activo contra todas las líneas 

celulares, mientras que el compuesto 2b inhibió el crecimiento en PC-3 (30.5 %) y SKLU-1 

(52.7 %). La única diferencia estructural entre estos compuestos es la presencia del anillo 

aromático fluorado en 2b. Por lo tanto, está claro que los átomos de flúor juegan un papel 

importante en el comportamiento del compuesto. 
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En cuanto a las sales de azolio 3a y 3b, su actividad citotóxica varía de 85.3 a 100 %, siendo 

ambas más activas que el cisplatino. Desafortunadamente, ambos compuestos 3a (86.3%) 

y 3b (98.3%) fueron muy activos también para COS-7. Curiosamente, la coordinación de Ir 

(I) a estos compuestos ocasiona una disminución de la inhibición del crecimiento de algunas 

líneas celulares tumorales. 

El compuesto 4a exhibió inhibición baja en U-251 (25.3%) y HCT-15 (11.2%), mientras que 

para PC-3, MCF-7 y SKLU-1 exhibió muy buenos resultados, alcanzando un porcentaje de 

inhibición de hasta 100 %. Afortunadamente, el porcentaje de crecimiento de inhibición 

para la línea celular sana COS-7 fue bajo (7.9%). En contraste, el complejo fluorado 4b fue 

muy activo en todas las líneas celulares evaluadas, incluyendo COS-7. 

El complejo 4a presenta mayor actividad antiproliferativa en las líneas PC-3 (99 %) y MCF-7 

(100 %), mientras que el cisplatino solamente inhibe el 45.9 % y 20.3 %, respectivamente. 

En SKLU-1 ambos compuestos presentan actividades similares (68.7 %, 4a y 77.5 %, 

cisplatino). La principal ventaja 4a es la inactividad hacia células sanas (7.9 %) a diferencia 

del cisplatino (42.8 %).  

Tomando en cuenta todo lo anterior, se decidió determinar la IC50 del compuesto 4a en tres 

líneas celulares tumorales humanas. Así, el compuesto 4a exhibió una buena citotoxicidad 

contra PC-3 (10.6 ± 0.9 μM), MCF-7 (15.4 ± 1.3 µM) y SKLU-1 (10.4 ± 1.5 μM), 

proporcionando valores en la escala micromolar. Estos valores son similares a los 

encontrados para el cisplatino, (8.4 ± 0.8, 5.5±0.5 y 4.3 ± 0.5 μM para PC-3, MCF-7 y SKLU-

1), pero con menor toxicidad contra las células sanas. 

Es interesante mencionar que al intercambiar el ligante COD por CO se produce una 

disminución de la actividad citotóxica en todas las lineas celulares, como lo muestran los 

resultados obtenidos para los complejos 5a y 5b. Esto puede deberser a que el ligante CO 

forma enlaces muy fuertes con Ir(I), evitando la creación de sitios de coordinación que son 

escenciales para la actividad citotóxica de los complejos. 
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e) Actividad Antioxidante in vivo de los complejos mediante TBARS 

 

La producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) es un proceso carcinogénico 

importante a través de la activación de la proliferación celular y vías de señalización 

relacionadas con el crecimiento.87 Por lo tanto, debido a la relevancia de este proceso y al 

hecho de que es posible que los complejos participen en procesos redox relevantes, se 

evaluó las propiedades antioxidantes de los complejos 4a y 4b, empleando la técnica de 

especies reactivas del ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en ingles), la cual implica 

la producción de ROS con FeSO4 en presencia de lípidos obtenidos del cerebro de rata.88 Se 

encontró que ninguno de los complejos (4a y 4b) produce ROS. Todo lo contrario, los 

compuestos presentaron buenas propiedades antioxidantes (Tabla 11). Para completar el 

bioensayo y poder comparar la actividad antioxidante de los compuestos, se determinaron 

los valores de IC50, los cuales resultaron semejantes 4.99 ± 0.19 μM para 4a y 3.74 ± 0.12 

μM para 4b. Como se puede observar el compuesto 4b presenta una mejor actividad 

antioxidante y se puede afirmar que los átomos de flúor juegan un papel importante en el 

comportamiento del compuesto. Ambos compuestos presentaron una actividad 

antioxidante alta, inclusive mayor que α-tocoferol (6.78 ± 2.16). 

 

Correlacionando los bioensayos, se propone que el mecanismo de acción de los complejos 

4a y 4b no se encuentra mediado por especies reactivas de oxígenos. Lo que probablemente 

ocurra es una interacción con el citocromo c, esta interacción ocasiona alteraciones 

metabólicas y se encuentra asociada con la actividad antiproliferativa. Esta unión produce 

que los complejos se oxiden de Ir(I) a Ir(III) con la perdida de sus respectivos ligantes (Cl y 

COD), mediante este mecanismo se explicarían la buenas propiedades citotóxicas y 

antioxidantes de los compuestos, todo lo anterior concuerda con lo reportado por el Dr. 

Nils Metzler-Nolte para este tipo de compuestos.   
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Tabla 11. Determinación de Inhibición de la peroxidación de lípidos de cerebro de rata. 

Compuesto Concentración 
(μM) 

TBARS (nmol/mg prot.) Inhibición (%) IC50 (μM) 

 
 

4a 
 (n=3) 

Basal 
Control 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 

0.273±0.005 
8.305±0.055 
6.848±0.068 
6.966±0.233 
5.812±0.238* 
5.511±0.330* 
3.289±1.034** 
2.512±1.082** 
1.094±0.435** 

 
 
17.54±0.35 
16.09±3.08 
29.98±3.31 
33.59±4.31 
60.24±12.63 
69.58±13.2 
86.76±5.35 

 
 
 
 
4.99±0.19 

 
 

4b 
 (n=3) 

Basal 
Control 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 

0.273±0.005 
8.305±0.055 
6.751±0.099 
5.328±0.592** 
2.171±1.062** 
0.852±0.251** 
0.665±0.078** 
0.430±0.028** 
0.402±0.025** 

 
 
18.7±1.14 
35.77±7.39 
73.7±13.01 
89.71±3.1 
91.98±0.99 
94.81±0.37 
95.16±0.31 

 
 
 
3.74±0.12 

 
 
 

BHT 
(n=3) 

Basal 
Control 
0.56 
0.75 
1 
1.33 
1.78 
2.37 

0.268±0.053 
7.384±0.630 
6.098±0.353 
5.559±0.294* 
4.457±0.283** 
3.228±0.572** 
1.315±0.489** 
0.487±0.075** 

 
 
16.64±2.86 
23.92±2.69* 
37.14±7.44** 
53.59±8.93** 
81.59±6.89** 
93.16±1.16** 

 
 
 
1.22±0.44 
 

 
 
 

α-Tocoferol 
(n= 4) 

Basal 
Control 
0.32 
1 
3.16 
10 
31.62 
100 

0.200±0.011 
6.589±0.213 
6.048±0.242 
5.211±0.332* 
3.676±0.569** 
2.725±0.335** 
1.849±0.319** 
1.408±0.364** 

 
 
8.26±1.31 
21.13±2.56* 
44.84±6.74** 
59.00±3.71** 
72.30±3.87** 
79.09±4.79** 

 
 
 
6.78±2.16 
 

Los valores representan el promedio de tres o cuatro experimentos independientes ± error estándar de la 
media ( 𝑥 ̅ ± 𝐸𝑆 ). Los datos se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) seguida de un aprueba de 

Dunnett para aislar grupos con diferencia significativa. Los valores de p  0.05 (*) y p  0.01 (**) se 
consideraron como diferencia significativa con respecto al control. Los valores de IC50 se analizaron con una 

prueba de t de Student, el valor de p  0.05 se consideró significativo. 
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Gráfica 1. Curva dosis-respuesta (TBARS) de los complejos 4a y 4b. 

 
Gráfica 2. Prueba t de Student de los valores de IC50 de los complejos 4a y 4b. 
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VII. CONCLUSIONES  

En resumen, se han sintetizado y caracterizado una serie novedosa de complejos NHC de Ir 

(I) derivados del 5,6-dinitrobenzimidazol. Las estructuras moleculares de los compuestos 

4a, 4b y 5b se determinaron inequívocamente mediante difracción de rayos X de 

monocristal; en ellas se observan los correspondiente ligantes NHC coordinados al Ir (I) y la 

geometría típica de un metal con configuración d8. Además, se estudiaron las interacciones 

no covalentes a lo largo de la red cristalina de los compuestos, en donde se encontró la 

existencia de varios puentes de hidrógeno formados por los átomos de: cloro, oxígeno y 

flúor; también se observaron las diversas interacciones de apilamiento del tipo π-π entre 

los anillos aromáticos. Por otro lado, se estudió las propiedades electrodonadoras de los 

ligantes mediante el parámetro TEP; observando que los grupos nitro en las posiciones 5,6 

no disminuyen el carácter electrodonador de los ligantes, inclusive el ligante 5a es más 

electrodonador que varios benzimidazolidenos.  

En cuanto al bioensayo de citotoxicidad in vitro, se demostró que la presencia de átomos 

de flúor en el N-sustituyente aumenta la inhibición del crecimiento de las líneas celulares 

tumorales humanas. Sin embargo, disminuye la selectividad, inhibiendo el crecimiento de 

células sanas (COS-7). Se observó que la coordinación del NHC a IrCl(COD) favorece la 

selectividad hacia las líneas celulares cancerosas en comparación con el precursor del 

ligante NHC. Interesantemente, el intercambio del ligante COD por CO produce una 

disminución en la actividad citotóxica. El complejo 4a inhibió el crecimiento en PC-3, MCF-

7 y SKLU-7 en 99.0%, 100% y 68.7%, respectivamente, y fue inactivo para células sanas (COS-

7). Además, los valores de IC50 de 4a para PC-3 (10.6 ± 0.9 μM), MCF-7 (15.4 ± 1.3 µM) y 

SKLU-7 (10.4 ± 1.5 μM) se encuentran en la escala micromolar. Finalmente, se probó la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) de los complejos 4a y 4b, demostrando 

que (en el modelo TBARS) ambas especies no producen ROS, sino que tienen propiedades 

antioxidantes, incluso mejores que el α-tocoferol, siendo 4a el mejor en estos ensayos, este 

compuesto representa un buen candidato para realizar más estudios, algunos de los cuales 

actualmente están en desarrollo en nuestro laboratorio. 
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VIII. SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Los reactivos empleados fueron adquiridos de Merck-Sigma-Aldrich®, y fueron utilizados sin 

ninguna purificación adicional. El curso de las reacciones se monitoreo mediante 

cromatografía en capa fina (CCF), empleando cromatofolios de gel de sílice Alugram® SIL 

G/UV254 como fase estacionaria, las placas fueron reveladas empleando radiación 

ultravioleta 254/366 nm. En la técnica de cromatografía en columna se empleó silica gel 

(malla 70-230) como fase estacionaria. Los espectros de RMN de 1H y 13C{1H} fueron 

adquiridos en un equipo Bruker 500 Avance III HD., empleando (Tetrametilsilano) TMS 

como referencia interna y como disolventes se empleó CDCl3, DMSO-d6 y Acetona-d6. Los 

desplazamientos químicos (δ) están expresados en partes por millón (ppm) a partir del TMS 

y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz. Para indicar la multiplicidad de las señales de 
1H RMN se utilizó la siguiente nomenclatura: (s) señal simple, (d) señal doble, (brs) señal 

simple ancha y (m) señal múltiple. Los espectros de masas fueron adquiridos en los 

siguientes equipos: JEOL, JMS-700 (FAB-MS), Bruker Microflex (MALDI-TOF) y LC-Mass 

Agilent 1200-Bruker Esquire 6000 (ESI-IT) y las señales se encuentran reportadas en m/z. 

Los análisis elementales se realizaron en un aparato Thermo Scientific/Flash 2000, usando 

una microbalanza Mettler Toledo XP6 y sulfanilamida como estándar. Los puntos de fusión 

se determinaron en un Mel-Temp Digital Melting Point apparatus usando tubos capilares 

abiertos con una resolución de ± 1 °C.    

a) Síntesis y caracterización de los compuestos 

• Procedimiento general de síntesis de los compuestos 2a-b 

A una disolución de 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol (1 eq.) en acetonitrilo (100 mL) se 

añadió carbonato de potasio (1.5 eq.) y el correspondiente bromuro de bencilo (1.2 eq.). La 

mezcla de reacción fue calentada a 80 °C durante 48 h. Transcurrido este tiempo, la reacción 

fue enfriada a temperatura ambiente y posteriormente filtrada a través de celita®. 

Finalmente, el filtrado fue concentrado en el rotavapor y el producto crudo fue lavado varias 

veces con éter dietílico para obtener los compuestos 2a y 2b. 
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• 1-bencil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 2a 

Para la síntesis de 2a se emplearon los siguientes reactivos: Bromuro de 

bencilo (1.3 mL, 10.6 mmol), 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol (2.0 g, 9.6 

mmol) y K2CO3 (1.9 g, 14.4 mmol). Obteniendo 2.5 g (87 % Rendimiento) 

de 1-bencil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol como un sólido beige, p.f. 

173-174 °C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ 8.35 (s, 1H, CHBIm), 8.28 (s, 1H, 

CHBIm), 7.86 (s, 1H, CHBIm), 7.41 (m, 3H, CHAr), 7.21 (m, 2H, CHAr), 5.46 (s, 

2H, -CH2-); 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) δ 149.4 (NCHN), 145.1 (CBIm), 

139.8 (CBIm), 139.7 (CBIm), 134.8 (CBIm), 133.3 (CAr), 129.8 (CHAr), 129.6 (CHAr), 127.4 (CHAr), 

118.3 (CHBIm), 108.4 (CHBIm), 50.1 (-CH2-). E.M. (I.E.+): m/z 298 [M]+·. A.E. Calculado para 

C14H10N4O4: C, 56.38; H, 3.38; N, 18.78. Encontrado: C, 56.10; H, 3.35; N, 18.70. 

• 5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol 2b 

Para la síntesis de 2b se emplearon los siguientes reactivos: bromuro 

de 2,3,4,5,6-pentafluorobencilo (1.3 mL, 8.4 mmol), 5,6-dinitro-1H-

benzo[d]imidazol (1.5 g, 7.2 mmol) y K2CO3 (1.49 g, 10.8 mmol). 

Obteniendo 2.4 g (86 % Rendimiento) de 5,6-dinitro-1-

((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol como un sólido blanco, 

p.f. 212-213 °C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.83 (s, 1H, CHBIm), 8.60 

(s, 1H, CHBIm), 8.59 (s, 1H, CHBIm), 5.89 (s, 2H, -CH2-). 13C{1H} RMN (125 

MHz, DMSO-d6) δ 151.2 (NCHN), 146.3 – 145.8 (m, CFAr), 144.2 – 144.1 

(m, CFAr), 144.0 (CBIm), 142.5 – 141.5 (m, CFAr), 140.3 – 139.6 (m, CFAr), 138.7 (CBIm), 138.3 

(CBIm), 138.2 – 138.0 (m, CFAr), 136.7 – 135.7 (m, CFAr), 134.5 (CBIm), 117.5 (CHBIm), 109.7 

(CHBIm), 109.1 (t, 3JC-F = 17.4 Hz, CAr), 36.5 (-CH2-). E.M. (I.E.+): m/z 388 [M] +·. A.E. Calculado 

para C14H5F5N4O4: C, 43.31; H, 1.30; N, 14.43. Encontrado: C, 43.69; H, 1.21; N, 14.44. 

• Procedimiento general de síntesis de los compuestos 3a-b.  

A una disolución de 2a o 2b (1 eq.) en 1,2-dicloroetano (50 mL) se adicionó 

tetrafluoroborato de trimetiloxonio (1.6 eq.). La mezcla de reacción se agitó durante 48 h. 

a temperatura ambiente. Finalmente, la reacción fue enfriada a 0 °C y el producto fue 

colectado mediante filtración. 
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• Tetrafluoroborato de 1-bencil-3-metil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazolio 3a  

Para la síntesis de 3a se emplearon los siguientes reactivos: 2a (1.2 g, 

4.0 mmol) y tetrafluoroborato de trimetiloxonio (1.0 g, 6.4 mmol). 

Obteniendo 1.3 g (81 % Rendimiento) de 3a como un sólido blanco, 

p.f. 200-201 °C. 1H RMN (500 MHz, Acetona-d6) δ 10.06 (s, 1H, 

NCHN), 9.08 (s, 1H, CHBIm), 8.98 (s, 1H, CHBIm), 7.65 (m, 2H,CHAr), 7.46 

(m, 3H, CHAr), 6.08 (s, 2H, -CH2-), 4.46 (s, 3H, -CH3). 13C{1H} RMN (125 

MHz, Acetona-d6) δ 150.2 (NCHN), 142.5 (CBIm), 142.4 (CBIm), 135.1 

(CBIm), 133.7 (CBIm), 133.5 (CAr), 130.4 (CHAr), 130.3 (CHAr), 129.9 

(CHAr), 114.1 (CHBIm), 113.9 (CHBIm), 52.7 (-CH2-), 35.5 (-CH3). E.M. (ESI+-IT): m/z 313.1 [M-

BF4]+. A.E. Calculado para C15H13BF4N4O4: C, 45.03; H, 3.28; N, 14.00. Encontrado: C, 44.94; 

H, 3.25; N, 13.94. 

• Tetrafluoroborato de 3-metil-5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-

benzo[d]imidazolio 3b 

Para la síntesis de 3b se emplearon los siguientes reactivos: 2b (1.0 

g, 2.6 mmol) y tetrafluoroborato de trimetiloxonio (0.6 g, 4.1 mmol). 

Obteniendo 1.1 g (87 % Rendimiento) de 3b como un sólido blanco, 

p.f. 248-250 °C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.14 (s, 1H, NCHN), 

9.19 (m, 2H, CHBIm), 6.08 (s, 2H, -CH2-), 4.15 (s, 3H, -CH3). 13C{1H} RMN 

(125 MHz, DMSO-d6) δ 150.4 (NCHN), 146.8 – 147.1 (m, CFAr), 144.9 

– 145.1 (m, CFAr), 142.8 – 143.1 (m, CFAr), 141.1 (CBIm), 140.9 (CBIm), 

138.3 – 138.7 (m, CFAr), 136.4 – 136.7 (m, CFAr), 133.6 (CBIm), 132.3 

(CBIm), 113.8 (CHBIm), 113.5 (CHBIm), 107.71 – 107.26 (m, CAr), 39.1 (-

CH2-), 35.1 (-CH3). E.M. (MALDI-TOF): m/z 403.22 [M-BF4]+. A.E. Calculado para 

C15H8BF9N4O4: C, 36.76; H, 1.65; N, 11.43. C, 36.86; H, 1.55; N, 11.41. 

• Procedimiento general de síntesis de los complejos NHC-Ir(I) 4a-b 

A una solución de Ag2O (0.5 eq.) y la correspondiente sal de azolio 3a o 3b (1 eq.) en 

acetonitrilo (50 mL) fue agitada protegida de la luz durante 12 h. a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo, se adicionó [IrCl(COD)]2 (0.5 eq.). La mezcla de reacción continuo 

con agitación durante 2h. más. Posteriormente, fue filtrada a través de celita® y el filtrado 

fue concentrado. El producto crudo fue purificado mediante la técnica de cromatografía en 

columna empleado silica gel y 1,2-dicloroetano como eluyente.  
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• Complejo 4a 

Para la síntesis de 4a se emplearon los siguientes reactivos: Ag2O 

(29 mg, 0.13 mmol), 3a (100 mg, 0.25 mmol) y [IrCl(COD)]2 (49 

mg, 0.13 mmol). Obteniendo 32.4 mg (20 % Rendimiento) de 4a 

como un sólido amarillo brillante, p.f. 201-206 °C. 1H RMN (500 

MHz, CDCl 3) δ 7.84 (s, 1H, CHBIm), 7.43 (s, 1H, CH BIm), 7.40–7.37 

(m, 5H, CHAr), 6.36 (d, 2JH-H= 15.6 Hz, 1H, CH 2 ), 5.91 (d, 2JH-H= 

15.6Hz, 1H, -CH2- ), 4.96 (br s, 2H, CH COD), 4.35 (s, 3H, -CH3), 

3.08–3.00 (m, 1H, CHCOD), 2.91–2–86 (m, 1H, CHCOD), 2.41–2.23 

(m, 3H, CH2 COD), 2.19–2.09 (m, 1H, CH2 COD), 1.99–1.87 (m, 2H, CH2 COD), 1.87–1.78 (m, 1H, 

CH2 COD), 1.73–1.65 (m, 1H, CH2 COD). 13C{ 1H} RMN (125 MHz, CDCl 3) δ 202.9 (Ir-C carbeno), 139.1 

(C BIm), 138.9 (C BIm), 136.8 (C BIm), 135.5 (C BIm), 133.7 (CAr), 129.5 (CHAr), 129.0 (CHAr), 127.4 

(CHAr), 107.7 (CHBIm), 106.4 (CHBIm), 91.4 (CHCOD), 91.2 (CHCOD), 53.8 (CHCOD), 53.6 (CHCOD), 

53.5 (-CH2-), 35.4 (-CH3), 33.7 (CH2 COD), 33.1 (CH2 COD), 29.4 (CH2 COD), 28.9 (CH2 COD). E.M. 

(FAB+): m/z 648.0 [M]+. A.E. Calculado para C23H24ClIrN 4O 4: C, 42.62; H, 3.73; N, 8.64. 

Encontrado: C, 42.80; H, 3.68; N, 8.63. Valor de R.f. en CCF (SiO2; 1,2-dicloroetano): 0.15. 

• Complejo 4b 

Para la síntesis de 4b se emplearon los siguientes reactivos: 

Ag2O (24 mg, 0.10 mmol), 3b (100 mg, 0.20 mmol) y [IrCl(COD)]2 

(40 mg, 0.10 mmol). Obteniendo 36.8 mg (24 % Rendimiento) 

de 4b como un sólido amarillo brillante, p.f. 223–227 °C. 1H RMN 

(500 MHz, Acetona-d6) δ 8.68 (s, 1H, CHBIm), 8.46 (s, 1H, CHBIm), 

6.17 (d, 2JH-H= 16.0 Hz, 1H, -CH2-), 5.99 (d, 2JH-H= 16.0Hz, 1H, -CH2- 

), 4.60–4.42 (m, 2H, CHCOD), 4.41 (s, 3H, -CH3), 3.26–3.19 (m, 1H, 

CHCOD), 3.05–3.01 (m, 1H, CHCOD), 2.45–2.31 (m, 2H, CH2 COD), 

2.30–2.21 (m, 1H, CH2 COD), 2.19–2.08 (m, 1H, CH2 COD), 2.01–1.92 (m, 1H, CH2 COD), 1.88–1.82 

(m, 1H, CH2 COD), 1.73–1.65 (m, 1H, CH 2 COD), 1.65–1.55 (m, 1H, CH2 COD). 13C{ 1H} RMN (125 

MHz, Acetona-d6) δ 202.9 (Ir-C carbeno), 147.0–146.8 (m, CF Ar), 145.1–149.8 (m, CFAr), 142.5–

142.1 (m, CFAr), 140.5–139.9 (m, CFAr), 139.1 (C BIm), 138.9 (C BIm), 138.9–138.5 (m, CFAr), 

136.9 (C BIm), 136.9–136.6 (m, CF Ar), 136.1 (C BIm), 111.–110.6 (m, C Ar), 108.1 (CHBIm), 107.9 

(CHBIm), 89.6 (CHCOD), 89.3 (CHCOD), 54.6 (CHCOD), 51.2 (CHCOD), 40.0 (-CH2-), 35.6 (-CH3), 34.3 

(CH2 COD), 32.0 (CH2 COD), 29.3 (CH2 COD), 27.6 (CH2 COD). E.M. (FAB +): m/z 738.0 [M]+. A.E. 

Calculado para C23H19ClF 5IrN 4O 4: C, 37.43; H, 2.59; N, 7.59. Encontrado: C, 37.55; H, 2.57; N, 

7.60. Valor de R.f. en CCF (SiO2; 1,2-dicloroetano): 0.15. 
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• Procedimiento general de síntesis de los complejos NHC-Ir(I) 5a-b 

Una disolución del correspondiente complejo NHC-Ir (I) 4a o 4b (100 mg) en 1,2-

dicloroetano (20 mL) fue enfriada a 0 °C mediante un baño de hielo. Posteriormente, con 

agitación magnética se burbujeó monóxido de carbono durante 50 minutos. Trascurrido 

este tiempo, la mezcla de reacción fue concentrada en el rotavapor hasta sequedad. 

Finalmente, el compuesto deseado fue precipitado (diclorometano-hexano) y colectado 

mediante filtración a vacío.  

• Complejo 5a 

Para la síntesis de 5a se partió de 100 mg (0.15 mmol) de 4a. 

Obteniendo 65.6 mg (71 % Rendimiento) del compuesto 

deseado como un sólido amarillo palido, p.f. 123–124 °C 

(descomposición). 1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ 8.06 (s, 1H, 

CHBIm), 7.73 (s, 1H, CHBIm), 7.42–7.36 (m, 5H, CHAr), 6.05–5.96 

(m, 2H, -CH2-), 4.32 (s, 3H, -CH3). 13C{ 1H} RMN (125 MHz, CDCl3) 

δ 193.9 (Ir-C carbeno), 180.2 (CO), 167.3 (CO), 140.3 (CBIm), 140.2 

(CBIm), 136.0 (CBIm), 134.7 (CBIm), 132.9 (CAr), 129.8 (CHAr), 129.6 

(CHAr), 127.6 (CHAr), 109.7 (CHBIm), 108.7 (CHBIm), 54.3 (-CH2-), 36.6 (-CH3). E.M. (FAB +): m/z 

596 [M]+. A.E. Calculado para C17H12ClIrN4O6: C, 34.26; H, 2.03; N, 9.40. Encontrado: C, 

34.29; H, 2.12; N, 9.61. 

• Complejo 5b 

Para la síntesis de 5b se partió de 100 mg (0.14 mmol) de 4b. 

Obteniendo 70.9 mg (76 % Rendimiento) del compuesto 

deseado como un sólido amarillo palido, p.f. 130–132 °C 

(descomposición). 1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ 8.10 (s, 1H, 

CHBIm), 8.03 (s, 1H, CHBIm), 6.24 (d, 2JH-H= 15.8 Hz, 1H, -CH2-), 

5.63 (d, 2JH-H= 15.8 Hz, 1H, -CH2- ) , 4.30 (s, 3H, -CH3). 13C{ 1H} 

RMN (125 MHz, CDCl3) δ 195.3 (Ir-C carbeno), 179.9 (CO), 167.0 

(CO), 146.7–146.6 (m, CF Ar), 144.8–144.5 (m, CF Ar), 140.6 

(C BIm), 140.5 (C BIm), 139.5–138.9 (m, CF Ar), 137.4–137.0 (m, 

C Ar), 135.4 (C BIm), 134.8 (C BIm), 109.1 (CHBIm), 108.6 (CHBIm), 42.1 (-CH2-), 37.0 (-CH3). E.M. 

(FAB+): m/z 686 [M]+. A.E. Calculado para C17H7ClF5IrN4O6: C, 29.77; H, 1.03; N, 8.17. 

Encontrado: C, 29.76; H, 1.10; N, 8.52. 
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b) Evaluación Citotóxica. 

Las líneas celulares que se utilizan en el laboratorio de pruebas biológicas del Instituto de 

Química (I.Q.), pertenecen al panel del NCI (Instituto Nacional del Cáncer, de los EUA), las 

cuales fueron adaptadas al medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con suero fetal bovino 

(10%), una mezcla de antibióticos-antimicóticos al 10% y 2 mM de glutamina. A estas líneas 

se les caracterizo el tiempo de duplicación y con ello se estableció la densidad de inoculo 

que se deposita en cada micropozo, como se muestra en la tabla 4. 

Tabla 12. Líneas celulares cancerosas empleadas en el I.Q. 

Línea celular Órgano de origen Tiempo de 

duplicación (h.) 

Células/pozo 

U-251 S.N.C. 25.4 7 500 

PC-3 Próstata 28.7 7 500 

HCT-15 Colon  18.1 10 000 

MCF-7 Mama 25.6 5 000 

SKLU-1 Pulmón 25.4 7 500 

TCA: ácido tricloroacético, S.N.C.: sistema nervioso central) 
 

Las líneas celulares se adhieren a las botellas de cultivo y para cosecharlas se adiciona 1 mL 

de 0.05% de tripsina-EDTA. Enseguida que las células se desprenden del sustrato plástico, 

se les adicionan de 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en 

suspensión son depositadas en tubos cónicos y centrifugadas por 3 min, ya formado el 

paquete celular se le agrega medio de cultivo para colectarlas. De la suspensión se toman 

50 μl del inoculo y se resuspenden en 50 μl de azul de tripano (colorante vital) y la cuenta 

de viabilidad se realiza en un contador automatizado Bio-Rad. Una vez determinado el 

número de células por mL, se deposita el inoculo en un volumen de 100 μl/pozo a la 

densidad celular. Cada placa es inoculada con dos líneas celulares por triplicado y es 

preincubada por 24 h. a 37 °C con una atmósfera de 5% de CO2 y 100% de humedad relativa, 

para favorecer la estabilidad. Para un cernimiento primario (screening) de un compuesto se 

prueba la concentración de 25 μM. Todas las muestras son solubilizadas en dimetil sulfoxido 

(DMSO) 100 veces más concentradas que la concentración a probar. Inmediatamente 

después de la preparación de las muestras en solución y en el caso de realizar curvas 

concentración-respuesta (5 diluciones se prueban) se agregan 100 μl, siendo el volumen 

final del pozo de 200 μl. Nuevamente la microplaca es incubada por 48 h. bajo las 

condiciones antes mencionadas. 



70 

 

Al finalizar el periodo de incubación de los compuestos con las células, éstas son 

precipitadas (o fijadas) in situ añadiendo 50 μl de una solución de TCA frío al 50%, incubadas 

a 4 °C por 1 h. Se desecha el sobrenadante y las placas son lavadas 5 veces con agua 

desionizada y secadas al ambiente. El teñido de las células fijadas al sustrato del pozo se 

realiza con 100 μl de una solución al 0.4% de SRB e incubando por 30 minutos a temperatura 

ambiente. La SRB no unida es removida con 3 lavados con ácido acético al 1% y se dejan 

secar al ambiente. Las placas teñidas se les agrega 100 μl de un buffer de tris y se agitan por 

10 minutos para favorecer la disolución del complejo; a continuación, se mide la DO en un 

lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nm. Los datos se procesan obteniendo 

el promedio de la DO de los 3 pozos/línea 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 % de inhibición del crecimiento (% IC) se calcula con la siguiente 

expresión: 89 

% 𝐼𝐶 = 100 −
100 (𝐷𝑂𝑡 − 𝐷𝑂𝑏)

𝐷𝑂𝑐 − 𝐷𝑂𝑏
 

 

c) Actividad Antioxidante in vivo (TBARS) 

 

• Animales. 

Se emplearon ratas Wistar macho (200-250 g) provenientes del bioterio del Instituto de 

Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). El cuidado y manejo 

se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Los animales 

se mantuvieron a 23 ± 2 °C con un fotoperiodo 12/12 horas luz/oscuridad y con acceso libre 

al alimento y agua. 

• Preparación del homogeneizado de rata. 

 El sacrificio se realizó evitando dolor innecesario. Las ratas se sacrificaron con CO2. 

Rápidamente el cerebro completo se disectó y se homogeneizó en una solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS) (0.2 g de KCl, 0.2 g de KH2PO4, 8 g de NaCl, and 2.16 g de 

NaHPO4·7H2O /L, pH 7.4) como se reporta previamente90,91 para obtener un 

homogeneizado 1/10 peso/volumen. Después, el homogeneizado se centrifugó durante 10 

min a 800 fcr (fuerza centrífuga relativa), se recuperó el sobrenadante y se determinó el 

contenido de proteínas por el método de Lowry (21) para finalmente ajustarlo a 2.666 

mg/ml con PBS. 
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• Inducción de la peroxidación de lípidos y cuantificación de especies reactivas al ácido 

2-tiobarbitúrico (TBARS).  

Como índice de peroxidación de lípidos, fueron medidos los niveles de TBARS usando 

homogeneizado de cerebro de rata de acuerdo con el método descrito por Ng et al.92, con 

algunas adaptaciones. A 375 µl de sobrenadante se le adicionaron 50 µl de EDTA 20 mM, 

25 µl de la muestra disuelta en DMSO (grupo control 25 µl de DMSO) y se incubaron 30 min 

a 37 °C. Para inducir la peroxidación de lípidos se agregaron 50 µl de una solución fresca de 

FeSO4 100 µM (concentración final 10 µM), la mezcla de reacción se incubó durante 1 hora 

a 37 °C con agitación constante. El contenido de TBRAS se determinó de acuerdo con lo 

descrito por Ohkawa et al.93, con algunas modificaciones. Se agregaron a cada tubo 500 µl 

de reactivo TBA (mezcla 1:1 de ácido 2-tiobarbitúrico al 0.5% disuelto en NaOH 0.05 N y 

ácido tricloroacético al 30%), la mezcla se incubó en baño de hielo por 10 min. Después, se 

centrifugó 5 min a 13400 fcr y finalmente se calentó a 80 °C durante 30 min. Se dejó enfriar 

a temperatura ambiente y se midió la densidad óptica a 540 nm de 200 µl del sobrenadante, 

en un lector de placas Bio-Tek modelo ELx808. La concentración de TBARS se calculó por 

interpolación en una curva estándar de tretrametoxipropano (TMP) como precursor de 

malondialdehido (MDA)94. Los resultados se expresaron como nmol de TBARS por mg de 

proteína. La relación de inhibición (RI[%]) se calculó con la siguiente fórmula RI=(C-E)*100/C, 

en donde C es la densidad óptica del grupo control y E la densidad óptica de la muestra 

probada. Como estándar positivo se emplearon hidroxitolueno butilado (BHT por sus siglas 

en ingles) y alfa tocoferol.  

Los resultados se reportan como la media±error estándar de la media (ESM). Los datos se 

analizaron mediante una ANOVA seguida de una prueba de Dunnett. Los valores de p≤0.05 

(*) and p≤0.01(**) se consideraron como diferencia significativa. 
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ANEXO I. ESPECTROS DE RMN 

 
Figura 38. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del 1-bencil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 2a. 
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Figura 39. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del 1-bencil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 2a. 
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Figura 40. Espectro de 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) del 5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol 2b. 
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Figura 41. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, DMSO-d6) del 5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol 2b. 
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Figura 42. Espectro de 1H RMN (500 MHz, Acetona-d6) del Tetrafluoroborato de 1-bencil-3-metil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazolio 3a. 
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Figura 43. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, Acetona-d6) del Tetrafluoroborato de 1-benzyl-3-methyl-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazolio 3a. 
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Figura 44. Espectro de 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) del Tetrafluoroborato de 3-metil-5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazolio 3b. 
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Figura 45. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, DMSO-d6) del Tetrafluoroborato de 3-methyl-5,6-dinitro-1-((perfluorophenyl)methyl)-1H-benzo[d]imidazol-3-ium 3b. 
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Figura 46. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del Complejo 4a. 

7.8 7.6 

¡ '/ 

3.7 3.1 3.0 7.' 7.8 

16 15 " 

[4a] 

¡ , i 

7.4 6.4 
ppm 

, 
2 .4 23 7.7 

ppm 

13 12 

, 
6.7 6.0 

7.1 7.0 l., lB 

11 10 

5.8 

1.7 

, 
"" 

, , 
~C! ... 

, 
o .... .,; ~ Q Q 

, 
({:;;~0 

~ 

~ 

~ N N ~ ~ 

, 8 7 6 5 4 3 7 o - 1 -7 -3 
ppm 



90 

 

 
Figura 47. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del Complejo 4a. 
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Figura 48. Espectro de 1H RMN (500 MHz, Acetona-d6) del Complejo 4b. 
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Figura 49. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, Acetona-d6) del Complejo 4b. 
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Figura 50. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del Complejo 5a. 
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Figura 51. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del Complejo 5a. 
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Figura 52. Espectro de 1H RMN (500 MHz, CDCl3) del Complejo 5b. 
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Figura 53. Espectro de 13C{1H} RMN (125 MHz, CDCl3) del Complejo 5b. 

F 

220 210 200 190 

F 

[5b] 

"!"!"!"'!"'!"'!<r:CQ 
~~~~~r;:;~;;; 

~~7;;~ 

147 146 145 144 143 142 141 140 139 138 137 136 135 134 
Wm 

180 170 160 IS1l 140 130 120 110 100 90 
ppm 

80 70 60 SIl 30 20 10 



97 

 

ANEXO II. ESPECTROS DE ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

 
Figura 54. Espectro de masas (I.E.+) del 5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 1. 
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Figura 55. Espectro de masas (I.E.+) del 1-bencil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazol 2a. 
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Figura 56. Espectro de masas (I.E.+) del 5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol 2b. 
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Figura 57. Espectro de masas (ESI-IT) del 1-bencil-3-metil-5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazolio 3a. 
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Figura 58. Espectro de masas (MALDI-TOF) del Tetrafluoroborato de 3-metil-5,6-dinitro-1-((perfluorofenil)metil)-1H-benzo[d]imidazol-3-ium 3b. 
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Figura 59. Espectro de masas (FAB+) del Complejo 4a. 
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Figura 60. Espectro de masas (FAB+) del Complejo 4b. 
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Figura 61. Espectro de masas (FAB+) del Complejo 5a. 
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Figura 62. Espectro de masas (FAB+) del Complejo 5b. 
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ANEXO III. ESPECTROS DE I.R. 

 
Figura 63. Espectro de FT-IR del complejo 5a. 
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Figura 64. Espectro de FT-IR del complejo 5a.
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NHC-Ir(I) complexes derived from 5,6-dinitrobenzimidazole. Synthesis, 
characterization and preliminary evaluation of their in vitro anticancer 
activity 
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ARTICLE INFO ABSTRAer 

Keywords: 
cancer 
Cytotoxic activity 
N-heterocyclic carbene 
lridium complexes 
F1uorinated complexes 
Antioxidant properties 

The design, synthesis, characterization and in viuo anticancer activity of a series of Ir(I) NHC complexes derived 
from 5,6-dinitrobenzimidazole is reported. The evaluation was performed in ñve human cancer cell·lines, 
namely glioblastoma (U·251), prostatic adenocarcinoma (PC-3), colorectal adenocarcinoma (HCf-15), mam
mary adenocarcinoma (MCF-7) and lung adenocarcinoma (5KLU-7), inc1uding heallhy cells of Mrican green 
monkey kidney (C05-7) for comparative purposes. The complexes exhibited better activity in comparison with 
the corresponding NHC ligand precursors. In particular, complex (4a) exhibited a good performance against PC-
3 and 5KLU-1 with ICso values of 10.6 ± 0.9 ~M and lOA ± 1.5 ~M, respectively. 

1. Introduction 

Cancer is one of the main causes of death around the world, pro
ducing 9.6 million deaths in 2018, only. Furthermore, each year there 
are 18.1 mHlion new cases of cancer worldwide. Besides the incalcul
able human cost oC cancer, its economical cost was estimated in $ 1.16 
triUion USO. The estimation ineludes sorne important issues such as, 
treatment cost, productivity lost due to premature death and disability 
arnong others (1 ,2]. 

Patients with cancer are commonly treated with platinum deriva
tives, such as cisplatin, carboplatin and oxaliplatin [1-4]. In fact, nearly 
halC of patients undergoing chemotherapy are treated with platinum 
drugs [5]. However, their use has been related to several side effects, 
such as infertility, alopecia, and anemia. In particular, cisplatin is also 
nephrotoxic and ototoxic [6,7]. In order to overcorne these drawbacks, 
many research groups have focused their efforts on developing new 
potential anticancer compounds based on other transition metals, such 
as Au, Cu, Ru, Os, etcetera [8-26]. Recently, Ir has attracted much 
attention for the design of metallodrugs beca use of its antiproliferative 
and luminescent properties, especially when its oxidation state is + ltI 
[27-37]. However, there are only a few examples oflr(I) complexes for 
this purpose [3,4,38-40]. Metzler-Nolte and co·workers described the 
cytotoxic activity of a series of complexes of the type [(NHC)IrCl(COD)] 

• Corresponding author. 
E-mail address:damor@unam.mx (D. Morales-Morales). 

https://doÍ.org/l 0.l 016/ j.ica.2019.119061 

(Fig. 1), where NHC corresponds to a N-heterocyelic carbene ligand, 
more specifically they prepared the imidazolylidene and triazolylidene 
derivatives [41-43]. These compounds showed lCso values in the mi
cromolar scale, ranging from 10.3 ± 2.9 to 46.920 ± O.0851-1M Cor 
MCF-7. 

In the past two decades, NHC ligands have become important motifs 
for the design of catalysts [44-46], as well as biological active com
pounds [8-26,47]. They form strong bonds with practically any tran
sition metal, and can be easily prepared and functionalized, allowing 
the fine tuning oC their electronic and steric properties. Based on the 
aCorernentioned reasons, herein we report the synthesis and cytotoxic 
activity of a series oC Ir(I)-NHC complexes derived from 5,6·dini
trobenzimidazole (Fig. 1). The presence of the nitro groups at the NHC 
ligand may provide interesting biological properties to their related 
complexes. The nitro group can interact with biological nueleophiles 
such as proteins, amino acids, nucleic acids, and enzymes through non
covalent interactions and can be found in sorne antineoplasic, anti
biotic, and antiparasitic agents [48,49]. Furthermore, the -N02 groups 
can be bioactivated by enzyrnatic reduction, producing reactive species 
that may serve as prodrugs, ultimately inducing the desired or un
desired biological effects [48J. 

Received 19 May 2019; Received in revised form 22 July 2019; Accepted 8 August 2019 
Available online 09 August 2019 
0020-1693/ © 2019 Elsevier B.V. AH rights reserved. 
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Fig_ 1. Cytotoxic NHC-Ir(I) complexes. 
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Scheme 1. Synthesis of 5,6-dinitrobenzimidazolium salts and Ir{l)-NHC complexes. 

2. Results and discussion 

2.1. Synthesis and characterization of NHC-Ir(I) complexes 

The preparation of the 5,6-dinitrobenzimidazolium salts was per
fonned in three steps from benzimidazole (Scheme 1). First, the nitra
tion of benzimidazole was carried out using a mixture of H2S04/HN03 . 

The reaction was heated at 130"C for 12h. After purification 5,6-di
nitro-1H-benzo[d]imidazole was isolated in a 52% yield. Afterwards, 
5,6-dinitro-1H-benzo[d]imidazole was reacted with either benzyl bro
mide to afford (2a) (87%) or 2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl bromide to 
afford (2b) (86%). In our study we chose two different N-substituent 
fragments, a benzyl and the fluorinated analog a pentafluorinated 
benzyl. The presence of fluorine atoms may increase the lipophilicity of 
the corresponding complex, and thus enhance its cytotoxic activity. 
Finally, compound (2a) or (2b) were reacted with trimethyloxonium 
tetrafluoroborate in 1,2-dichloroethane (Scheme 1). The 5,6-benzimi
dazolium salts (3a) and (3b) were obtained in 81% and 87% yield, 
respectively (Scheme 1). 

AU compounds were characterized by NMR spectroscopy, mass 
spectrometry and elemental analysis. The NMR spectra of the azolium 
salts (3a) and (3b) reveals a 1055 of symmetry. The most characteristic 
signal in the lH NMR spectra corresponds to the NCHN fragment at 
10.06 and 10.14 ppm, respectively. In the 13C{lH} spectrum, the signals 
of the procarbenic carbon can be found at 150.2 ppm for (3a) and 
150.4 ppm for (3b). The mass spectra of the azolium salts provide 
further information about their structures. The molecular ion 
[M-BF4]+ of(3a) and (3b) was observed at 313.10 and 403.22 miz, 
respectively. AH these data are in agreement with the proposed mole
cular structures. 

The preparation ofthe Ir(1) complexes (4a) and (4b) was perfonned 

by a transmetallation reaction (Scheme 1). The reaction of Ag20 with 
the corresponding azolium salt in acetonitrile, affords the Ag(I)-NHC 
derivatives (not isolated). Then, the addition of [IrCI(COD)h to the 
solution produces the immediately precipitation of AgBF4 and the for
mation ofthe desired producto The lH and 13C{lH} NMR spectra of the 
complexes were in agreement with the symmetry 1055 of the azolium 
salts. The most characteristic signal of the complexes corresponds to the 
metallated carbon that appears at 202.9 ppm. The mass spectra of the 
complexes were very clean, exhibiting peaks for the molecular ions at 
648.0 miz ([M] +) for (4a) and 738.0 miz ([M] +) for (4b) respectively. 

The molecular structure of complex (4a) was unequivocally de
tennined by single crystal X-ray diffraction studies (Table 1, Fig. 2). 
Suitable crystals for this analysis were obtained by slow diffusion of 
hexane into a concentrated solution of the compound in 1,2-di
chloroethane. 

The structure reveals a distorted square planar geometry around the 
metal center. The NHC ligand is coordinated to Ir(l), one chlorine and 
one COD ligand complete the coordination sphere. The Ir(I)-NHC 
length is 2.004 (3) A, being typical for this kind of compounds. As a 
consequence of the trans influence of the NHC ligand, the average 
distance of the carbons trans to the carbene carbon (2.19 (4) Á) is 
slightly longer than the distance of the carbons trans to the chlorine 
ligand (2.11 (4) A). The crystal packing of (4a) showed two close 
contact interactions between pairs of molecules (Fig. 2), in which the 
nitro moieties are involved. The C(l4)···O(2') distance is 3.33 A, while 
the C(7)-··O(4') bond distance is slightly longer, 3.41 A. 

2.2. Cytotoxic evaluation of lr(l)-NHC complexes 

Preliminary cytotoxic evaluation of aH compounds was perfonned 
in five human cancer ceH-lines; glioblastoma (U-251), prostatic 
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Table 1 
Crystal data and structure refinement for (4a). 

Empirical fonnula 

Fonnula weight 
Temperature 
Wavelength 
Crystal system 
5pace group 
Unit cell dimensions 

Volume 
Z 
Dcnsity (calculated) 
Absorption coefficienl 
F(OOO) 

Crystal size 
Theta unge for data collection 
Index ranges 

Renections collected 
Independent renections 
Completenes.s to theta - 25.242' 
Absorption correction 
Max. and mino transmission 
Refinement method 
DataJrestraints/ parameters 
Goodness-of-fit on F2 

Final R ¡ndices [I > 2sigma(I)] 
R indices (al! data) 
Largest diff. peak and hole 

C23H:14ClIrN404 

648.11 
298(2) K 
0.7l073 A 
Monodinic 
P2¡/c 
a - 13.3172(5) A a - 90' 
b - 14.3965(5) A j! - 96.7621(11)' 
e = 12.0061(4) A y - 90' 
2285.81(14) A3 
4 
1.883 Mg/m3 

5.996mm- 1 

1264 
0.290 x 0.087 x 0 .065 mm' 
2.218-25.392" 
- 16 s h s 12, - 17 s k s 17, 
- 14 s l s 14 
17,262 
4201 [R(jm) - 0.0227] 
99.9% 
Semi-empiricaJ from equivalents 
0.7452 and 0 .5065 
Full-matrix least·squares on F2 

4201/ 0/299 
1.123 
Rl - 0.0233, wR2 - 0.0449 
Rl - 0.0280, wR2 - 0.0471 
0.67l and - 0.447 e.A-3 

adenocarcinoma (PC-3), colorectal adenocarcinoma (HCf-15), mam
mary adenocarcinoma (MCF-7) and lung adenocarcinoma (SKLU-l), as 
well as healthy cells of African green monkey kidney (COS-7) for 
comparative purpose_ Tests were carried out using a single-dose of a 
25IJM solution of the corresponding 5,6-dinitro compound derivative in 
DMSO. Table 2 shows the results of the evaluation. The azolium salts 
precursor (2a) was poorly active against all the cell lines, while com
pound (2b) inhibited the growth of PC-3 (30.5%) and SKLU-1 (52.7%) 

(Entry 2, Table 2). The only structural difference between (2a) and (2b) 
being the presence of the fluorinated aromatic ring in (2b). Thus, it is 
clear that the fluorine atoms play an important role in the behavior of 
this compound. 

Regarding the azolium salts (3a) and (3b), their cytotoxic activity 
varies from 85.3% to 100%, being both more active than cisplarin 
(Entry 7, Table 2). However, both compounds (3a, 86.3%) and (3b, 
98.3%) were very active also for COS-7. Interestingly, the coordination 
of Ir(I) decreased the inhibition of the growth of sorne tumor celllines. 
Compound (4a) exhibited low inhibition Cor U-251 (25.3%) and HCf-

Inotgonico Chimico Acta 496 (2019) 119061 

15 (11.2%), while for PC-3, MCF-7 and SKLU-l were very good, 
reaching a percentage of inhibition up to 1000/0. Fortunately, the per
centage of inhibition growth for the he31thy ceU line COS-7 was low 
(7.9%). In contrast, the fluorinated complex (4b) was very active in a1l 
the evaluated celllines, ineluding COS-7. 

Since compound (4a) exhibited low inhibition in healthy ceUs, we 
decided to determine its ICso in two different human tumor celllines. 
Thus, compound (4a) exhibited good cytotoxicity against PC-3 
(10.6 ::!: O.9¡JM) and SKLU-1 (lOA ± 1.5¡JM), affording values in the 
micromolar scale. These values are similar to those found for cisplatin, 
804 ± O.8IJM for PC·3 and 4.3 ± 0.51JM for SKLU-l, however with 
lower toxicity against healthy cells. 

2.3. Antioxidant properties 

The production of reactive Oxygen Species (ROS) is an important 
carcinogenic process through the promotion of cell proliferation-acti
vating, growth-related signaling pathways [50]. Thus, given the re
levance of this process and the fact that it may be possible that the 
complexes may engage in relevant redox processes we evaluated the 
antioxidant properties of both complexes (4a) and (4b). using the 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) technique, which in
vol ves the production of ROS with FeS04 in the presence of lipids ob· 
tained from rat brain [51]. Finding that both species, do not produce 
ROS but possess antioxidant properties (Table 3). 

For completeness the ICso values for both complexes were 3150 de
tennined and compared with those of butylated hydroxytoluene (BHT) 
and a-tocopherol (Fig. 3) [52] two reference compounds with anti· 
oxidant properties. 

3. Condusions 

In summary, we have synthesized and characterized a novel series 
of IrO)-NHC complexes derived from 5,6-dinitrobenzimidazole. The 
molecular structure of (4a) was unambiguously determined by single 
crystal X·ray diffraction analysis. The structure shows the NHC co
ordinated to Ir(l). The nitro groups favored H-bonds between pairs of 
molecules. On the other hand, the in vilTO anticancer activity experi
ments showed that the presence of the fluorine atoms in the N-sub
stituent increases the inhibition of the growth oC human tumor cell 
lines, however, in sorne cases decreases the selectivity, inhibiting the 
growth of heal thy cells (COS-7). The coordination of the NHC to IrCl 
(CaD) favors the selectivity towards cancer celI lines compared with 
the NHC ligand precursor. Complex (4a) inhibited the growth of PC-3, 
MCF-7 and SKLU-7 in 99.0%, 100% and 68.7%. respectively, and was 
inactive for healthy cell (COS-7) representing the best case in this work. 
Furthermore, the ICso values of (4a) for PC-3 and SKLU-7 were in the 

Fig. 2. a) Molecular structure of (4a). b) 
Clase contact interactions between pairs af 

malecules. The ellipsoids are represented at 

50% probabiliry. Selected Bond Lengths 
(.l.), Ir(I)-C(2) 2.004(3); 1r(1)-C(l8) 
2.107(3), 1r(I)·C(l9) 2.111(4), lr(I)-C(22) 
2.184(4), 1r(1)·C(23) 2.204(4), 1r(1)-CI(I) 
2.3641(9), 0(1)-N(2) 1.210(4), N(I)-C(2) 
1.362(4), N(I)-C(II) 1.468(4), N(3)-C(2) 
1.357(4), N(3)-C(l 0) 1.455(5), N(4)-O(4) 
1.202(5), N(4)-O(3) 1.204(5), N(4)·C(6) 
1.473(5), O(2)·N(2) 1.213(5), N(2)·C(5) 
1.469(5). Selected Bond Angles CO): C(2)-lr 

a) b) (1)·C(18) 89.12(14), C(2)-lr(l)-C(l9) 
92.44(15), C(18)-lr(I)-C(l9) 39.35(15), 

C(2)-Ir(I )-C(22) 160.61(14), C(18)·lr(1)-C(22) 96.70(15), C(19)·lr(l)-C(22) 80.75(15), C(2)-Ir(I)·C(23) 162.20(14), C(18)-lr(1)-C(23) 80.89(15), C(19)-lr(l)-C(23) 
89. 13(15), C(22)-Ir(I)·C(23) 36.79(13), C(2)·Ir(I)-CI(I) 90.98(10), C(l8)-Ir(1)-CI(I) 158.61(12), C(19)-lr(I)-CI(I ) 161.85(12), C(22)-1r(l)-CI(I) 90.22(10), C(23)-lr 
(I)·CI(I) 93.03(11), O(4)-N(4)-O(3) 124.8(4), N(3)-C(2)-N(1) 105.7(3), N(3)-C(2)-lr(1) 126.7(3), N(I)-C(2)-lr(1 ) 127.5(3), O(l)-N(2)-O(2)l24.3(4), C(l9)-C(18)·lr 

(1) 70.5(2), C(23)-C(22)-lr(l) 72.4(2). 
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Table 2 
lnhibition growth (%) oC tumor celllines at 25 11M by 5.6-dinitro compounds derivatives. 

Entry U·2St pe-3 

OzNÚN 6.8 10.5 

I "? 

O'"d 
(2a) 

02N
Ú

N 30.5 

I "? 

O'" ~ 
F ~!J F 

F F 

(2b) 

7l BF. 100 85.3 
02N

Ú
N 

I "? 

O'"d 
(3a) 

I I BF, 100 100 

OzNÚN 
I "? 

0aN ~ N 

F*F 

F F 

(3b) 

O'"Ú~ :tU 25.3 99.0 

I )>-Ir--O," d el 
~ ¿ 

(4a) 

O'"ú~ :tU 75.0 100 

I )>-Ir--

O," ~ C, 

F ~ !J F 

F F 

(4b) 
Cisplatin 48.4 45.9 

micromolar scale. Finally, the production of Reactive Oxygen Species 
(ROS) by cornplexes (4a) and (4b )was tested showing that both species 
do not produce ROS but instead have antioxidant properties even better 
than a-tocopherol, being (4a) the best in these assays. Consequently, 
this cornpound represents a good candidate to perform further studies. 
sorne of which are currentIy under developing in OUT laboratory. 

4. Experimental 

AH chemical compounds were commercially obtained from Aldrich 
Chemica! Co. and used as received without further purification. The lH 
and 13C{lH} NMR spectra were recorded on a Bruker Ascend 500 
spectrometer. Chemica! shifts are reported in ppm down field of TMS 
using the residual signals in the solvent as internal standard. Elemental 
analyses were performed on a Perkin Elmer 240. CHNS analyses were 
performed in Thermo Scientific Flash 2000 elemental analyzed, using a 
MettIer Toledo XP6 Automated-S Microbalance and sulfanilamide as 
standard (Thermo Scientific BN 217826, attained values N = 16.40%, 
e = 41.91%, H = 4.65% and S = 18.63%; certified values 

HCT· lS MCF·7 SKLU·l COS·7 

6.' 0.2 2.1 

6.6 52.7 1.1 

100 100 100 86.3 

100 92.7 100 98.3 

11.2 100.0 68.7 7.' 

100 100 99.0 93.2 

36.7 20.3 77.5 42.8 

N ~ 16.26%, e ~ 41.81%, H ~ 4.71% and S ~ 18.62%). MS
Electrospray detenninations were recorded on a Bruker Daltonics
Esquire 3000 plus Electrospray Mass Spectrometer. Melting points were 
carried out on Mel·Temp· Digital Melting Point Apparatus using open 
capiUary tubes with a resolution of ± 1·C. 

4.1 . Synthes~ of 5,6-dinirro-1H-benzo[d]imidazole (1) 

A soJution of benzimidazole (12 g, 101.6 mmo!) in H2SO" (40 mL) 
was cooJed at O·C in an ice bath. Then, fuming HN03 (80 mL) was 
added dropwise to the solution. The reaction was kept at O·C for 20 mio 
more. After this time, it was slowly heated until a temperature of 130 'C 
was reached and was kept at this temperature for 12 h. After this time, 
the resulting reaction mixture was cooled at O ·C and 200 g of ice were 
added. This solution was neutralized with NH"OH, and the yellow solid 
obtained, fi ltered. This solid was purified by column chromatography 
using ethyl acetate as eluent, a pale-yellow band was separated. The 
resulting organic solution was concentrated until the precipitation of 
the desired product, which was then filtered. Yield: (52%). The 
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Table 3 
Determination of Lipid peroxidation inhibition (rat brain)_ 

Sample Codo Concentration (11M) TBARS (nmol/mg prot_) Inhibition (%) ICso (~M) 

4b(n-3) MMOS Basal 0.273 :t 0.005 
Control 8.305 ± 0.055 
3 6.751 ± 0.099 18.7 ± 1.14 3.74 ± 0.12 
3.5 5.328 :t 0.592** 35.77 :t 7.39 

2.171 :t 1.062·· 73.7 :t 13.01 
4.5 0.852 :t 0.251 ** 89.71 :t 3.1 

0.665 ± 0.078** 91.98 ± 0.99 
5.5 0.430 ± 0.028** 94.81 ± 0.37 
6 0.402 ± 0.025** 95.16 ± 0.31 

4a(n -3) MMD6 Basal 0.273 :t 0.005 
Control 8.305 :t 0.055 
3 6.848 ± 0.068 17.54 :!: 0.35 4.99 ± 0.19 
3.5 6.966 :!: 0.233 16.09 :!: 3.08 

5.812 ± 0.238· 29.98 ± 3.31 
4.5 5.511 :t 0.330· 33.59 :t 4.31 
5 3.289 :t 1.034** 60.24 :t 12.63 
5.5 2.512 :t 1.082** 69.58 :t 13.2 

1.094 ± 0.435" 86.76 ± 5.35 

BHT (n = 3) Ba~l 0.268 :t 0.053 
Control 7.384 :t 0.630 
0.56 6.098 :t 0.353 16.64 :t 2.86 1.22 ± 0.44 
0.75 5.559 :t 0.294* 23.92 :t 2.69* 

4.457 ± 0.283** 37.14 ± 7.44** 
1.33 3.228 ± 0.572** 53.59 ± 8.93** 
1.78 1.315 ± 0.489** 81.59 ± 6.89** 
2.37 0.487 ± 0.075** 93.16 ± 1.16** 

a-Tocopherol (n = 4) Basal 0.200 ± 0.011 
Control 6.589 ± 0.213 
0.32 6.048 ± 0.242 8.26 ± 1.31 6.78 ± 2.16 
1 5.211 ± 0.332· 21.13 ± 2.56* 
3.16 3.676 :t 0.569** 44.84 ± 6.74** 
10 2.725 ± 0.335** 59.00 :t 3.71** 
31.62 1.849 ± 0.319** 72.30 ± 3.87** 
100 1.408 ± 0.364** 79.09 ± 4.79** 

Homogenized in: PBS; Vehicle: DMSO; Peroxidation: induce with FeS04 10 p.M, 1 h incubation; EDTA: 21JM. The values are the average ofthree or four independent 
experiments ± standard error of the mean (2 ± ES). Data were anaIyzed by one-way ANOVA fo llowed by Dunnett's test for comparison againsr control. Values of 
p s 0.05 (.) and p :SO 0.01 C**) were considered statisticaUy significant. The inhibitory concentration SO (leso), was estimated by means of a linear regression. 

spectroscopic data were similar to those reported in the literature [53]. 

4.2. General procedure for the synthesis of I-substituted-S,6-dinitrcr IH
benzo[dlimidazole 

To a solution of 5,6-dinitro-lH-benzo[d]imidazole (1 eq.) and 
K2C03 (1.5 eq.) in acetonitrile (lOO rnL) was added the corresponding 
benzyl bromide (1.2 eq.). The reaction was stirred and heated at 80 ·C 
for 48 h. After this time, the resulting solution was cooled to room 
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temperature and filtered through celite-. AH the volatiles were removed 
under high vacuum and the crude product was washed several times 
with diethyl ether. 

4.3. l-benzyl-5,6-dinitro-lH-benzo[d]imidazole (2a) 

For the synthesis of (2a), benzyl bromide (1.3 rnl, 10.6 mmol), 5,6-
dinitro-lH-benzo[d]imidazole (2.0 g, 9.6 mmol) and K2C03 (1.9 g, 
14.4 mmol) were used. Yield: 2.5 g (87%). lH NMR (500 MHz, CDCh) ~ 
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Fig. 3. leso values for complexes (4a) and (4b). 
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8.35 (s, 1H, CHB1m), 8.28 (s, 1H, CHB1m) , 7.86 (s, 1H, CHStm), 7.43-7.40 
(m, 3H, CHAr), 7.22-7.20 (m, 2H, CHAr), 5.46 (s, 2H, - CH2-); 13C{lH} 
NMR (125 MHz. CDCl,) 8 149.4 (NCHN). 145.1 (C.,m). 139.8 (C.,m). 
139.7 (C.,m). 134.8 (C.'m). 133.3 (CM). 129.8 (CHM ) . 129.6 (CHM ). 

127.4 (CHM ). 118.3 (CH.,m). 108.4 (CH.,m). 50.2 (- CHz- ). MS (El'): 
miz 298 [M] +. Elem. Anal. Calcd. for C14HION404: C, 56.38; H, 3.38; N, 
18.78. Found: C. 56.10; H. 3.35; N. 18.70. Melling Point: 173-174 ·C. 

4.4. 5.6-dinitro-l-((perfluorophenyl)methyl)-lH-benzo[ dJimidazole (2b) 

For the synthesis of (2b), 2,3,4,S,6-pentafluorobenzyl bromide 
(1.3 mL, 8.4 mmol), S,6-dinitro-lH-benzo[d]imidazole (1.5 g, 
7.2mmol) and K2C03 (1.49g, 10.8mmol) were used. Yield: 2.4g 
(86%). 'H NMR (500 MHz. DMSO-d,;) 8 8.83 (s. 1H. GH.'m). 8.60 (s.IH. 
GH.'m). 8.59 (s. 1H. CH.'m). 5.89 (s. 2H. -CHz-). 13C{lH) NMR 
(126 MHz. DMSO-d,) 8 151.2 (NCHN). 146.3-145.8 (m. CFM ). 

144.2-144. 1 (m. CFM ). 144.0 (e.'m). 142.5-141.5 (m. CFM ). 

140.3-139.6 (m. CFM ). 138.7 (e.'m). 138.3 (e.'m). 138.2- 138.0 (m. 
CFM ). 136.7-135.7 (m. CFM ). 134.5 (e.'m). 117.5 (CH.'m). 109.7 
(CH.,m). 109.1 (l. 'JC.F~ 17.4 Hz. e",). 36.5 (-CHz-). MS (El'): miz 
388 [M] +. Elem. Anal. ealcd. for e14HsFsN404: e, 43.31; H, 1.30; N, 
14.43. Found: e, 43.69; H, 1.21; N, 14.44. Melting Point: 212-213 oc. 

4.5. General procedure for the synthesis of azoliwn salts. 

To a solution of (2a) or (2b) (1 eq.) in 1,2-dichloromethane (SOmL), 
trimethyloxonium tetrafluoroborate (1.6 eq) was added. The resulting 
solution was stirred at room temperature for 48 h and then eooled at 
O ·C, to produce a solid that was fihered. 

4.6. Azoliwn salt (3a) 

For the synthesis of (3a), (2a) (1.2 g, 4.0 romol) and trimethylox
onium tetrafluoroborate (1.0 g, 6.4 mmol) were used. Yield: 1.3 g 
(81%). 'H NMR (500 MHz. Acelone-d,;) 810.06 (s. 1H. NCHN). 9.08 (s. 
1H, CHS1m), 8.98 (s, 1H, CHS1m), 7.65 (m, 2H, CHAr), 7.48-7.46 (m, 3H, 
CHM ). 6.08 (s. 2H. -CHz- ). 4.46 (s. 3H. - CH, ). 13C{'H) NMR 
(125 MHz. Acetone-d,;) 8 150.2 (NCHN). 142.5 (e.'m). 142.4 (e.'m). 
135.1 (e.'m). 133.7 (e.'m). 133.5 (CM). 130.4 (CHA,). 130.3 (CHM ). 

129.9 (CHM ). 114.1 (CH"m). 113.9 (CH.,m). 52.7 (- CHz- ). 35.5 
(- CH,). MS (ES1'): miz 313.1 [M -BF,] '. Elem. An.l. C.led. for 
C"H13BF.N,O,: C. 45.03; H. 3.28; N. 14.00. Found: C. 44.94; H. 3.25; 
N. 13.94. Melling Point: 200-201 ·C. 

4.7. Azolium salt (3b) 

For the synthesis of (3b), (2b) (1.0g, 2.6mmol) and trimethylox
onium tetrafluoroborate (0.6 g, 4.1 mmol) were used. Yield: 1.1 (87%). 
'H NMR (500 MHz. DMSO-d,;) 8 10.14 (s. lH. NCHN). 9.20-9.18 (m. 
2H. CH.'m). 6.08 (s. 2H. -CHz-). 4.15 (s. 3H. -CH,). 13C{lH) NMR 
(125 MHz. DMSO-d,) 8 150.5 (NCHN). 146.8-147.1 (m. CF",). 
144.9-145.1 (m. CFM ). 142.8-143.1 (m. CF",). 141.1 (e.'m). 140.9 
(e.'m). 138.3-138.7 (m. CF",). 136.4-136.7 (m. CFM ). 133.7 (e.'m). 
132.5 (e.'m). 113.9 (CH.'m). 113.5 (CH.'m). 107.7-107.3 (m. CM). 39.0 
(-CHz-). 35.1 (- CH,). MS (MALDI-TOF): miz 403.22 [M-BF.] '. 
Elem. Anal. Calcd. for elsHsBF9N404: C, 36.76; H, 1.65; N, 11.43. C, 
36.86; H, 1.55; N, 11.41. Melting Point: 248-250 oc. 

4.8. General procedure for the synthesis of the Ir(I)-NHC complexes 

A solution of Ag20 (0.5 eq) and the corresponding azolium salt 
(1 eq.) in aeetonitrile (50 mL) was stirred under the exclusion of light at 
room temperature for 12 h. Afier this time [IrCl(COD)h (0.5 eq) was 
added in one portion to the solution. The reaction was further stirred 
for 2 h. After this time, the solution was filtered through celite· . AH the 
volatiles were removed under high vaeuum and the crude product was 
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purified by column chromatography. Elution with l ,2-dichloroethane 
affords a yellow band, which contains the desired product. 

4.9. eomplex (4a) 

For tite syntltesis of (4.). Ag,O (29 mg. 0.13 mmol). (3.) (100 mg. 
0.25 mmol) .nd [IrCl(COD)h (49 mg. 0.13 mmol) were used. Yield: 
32.4 mg (20%). lH NMR (500 MHz. CDCl,) 87.84 (s. lH. CH.'m). 7.43 
(s. lH. CH.'m). 7.40-7.37 (m. 5H. CH",). 6.36 (d. 2JH.H = 15.6Hz.IH. 
- CHz- ). 5.91 (d. 2JH.H ~ 15.6Hz.1H. - CHz- ). 4.96 (hrs. 2H. CHcoo). 
4.35 (s. 3H. -CH,). 3.08-3.00 (m. 1H. CHooo). 2.91-2-86 (m. 1H. 
CHcoo). 2.41-2.23 (m. 3H. GHz coo). 2.19-2.09 (m. 1H. CHz coo). 
1.99-1.87 (m. 2H. GHz coo). 1.87-1.78 (m. lH. CHz coo). 1.73-1.65 
(m. 1H, GHz coo). "C{lH) NMR (125 MHz. CDCl,) 8 202.9 (Ir-C",,,,",). 
139.1 (e.'m). 138.9 (e.'m). 136.8 (e.'m). 135.5 (e.'m). 133.7 (e,,). 
129.5 (CHBtm) , 129.0 (CHBlm), 127.4 (CHBtm), 107.7 (CHB1m), 106.4 
(CHBtm), 91.4 (CHeoo), 91.2 (CHeoo), 53.8 (CHcoo), 53.6 (CHeoo), 53.5 
(-CHz-). 35.4 (-CH,). 33.7 (CHz caD). 33.1 (CHz coo). 29.4 (CHz 000). 

28.9 (CH2 000)' MS (FAB+): mIz 648.0 [M] +. Elem. Anal. ealcd. for 
C23H24eUrN404: e, 42.62; H, 3.73; N, 8.64. Found: e, 42.80; H, 3.68; N, 
8.63. Melting Point: 201-206 oc. Si02 TLe Rf (1,2-dicloroethane): 0.15 

4.10. eomplex (4b) 

For tite syntltes;, of (4b). AgzO (24 mg. 0.10 mmol). (3b) (100 mg. 
0.20mmoll and [IrCl(COD)h (40mg. O.10mmol) were used. Yield: 
36.8 (24%). 'H NMR (500 MHz. Acetone-d,;) 8 8.68 (s. lH. CH.'m). 8.46 
(s. 1H. CH.'m). 6.17 (d. 2JH.H ~ 16.0 Hz. lH. - CHz- ). 5.99 (d. 2JH• 

H ~ 16.0 Hz. lH. -CHz-). 4.60--4.42 (m. 2H. CHcoo). 4.41 (s. 3H. 
-CH,). 3.26--3.19 (m. lH. CHcoo). 3.05-3.01 (m. lH. CHooo). 

2.45-2.31 (m. 2H. CHz coo). 2.30-2.21 (m. lH. CHz coo). 2.19-2.08 
(m, 1H, CH2 eOD), 2.01-1.92 (m, 1H, CH2 coo), 1.88-1.82 (m, 1H, CH2 
000), 1.73-1.65 (m, IH, CH2 eoo), 1.65-1.55 (m, lH, CH2 eoo). 13C{lH} 
NMR (I25MHz, Acetone-d,;) 8 202.9 (Ir-e",,,,,,,). 147.0- 146.8 (m. 
CF",). 145.1- 149.8 (m. CF",). 142.5-142.1 (m. CF",). 140.5- 139.9 (m. 
CFAr), 139.1 (CS1m), 138.9 (CB1m), 138.9-138.5 (m, CFAr), 136.9 (CS1m), 

136.9-136.6 (m. CF ..... ). 136.1 (e.'m). 111.-110.6 (m. CM). 108.1 
(CHB1m), 107.9 (ClIB1m), 89.6 (CHeoo), 89.3 (Oleoo), 54.6 (CHcoo), 
51.2 (CHcoo). 40.0 (-CHz- ). 35.6 (- CH,). 34.3 (CH, coo). 32.0 (CHz 
coo). 29.3 (CH, 000). 27.6 (CHz 000)' MS (FAS ' ): miz 738.0 [M] '. 
Elem. Anal. caIcd. for C23H19CIFslrN404: C, 37.43; H, 2.59; N, 7.59. 
Found: C. 37.55; H. 2.57; N. 7.60. Melting Point: 223-227 ·C. SiOz TLC 
Re (1 ,2-dicloroethane): 0.15. 

4.11. Cytotoxic evaluadon 

4.11 .1. Cell lines culture and culture medium 
The eompounds were screened in vitro against human eaneer eell 

lines: HCf-1S (human eolorectal adenocarcinoma), MCF-7 (human 
mammary adenocarcinoma), U-251 (human glioblastoma), PC-3 
(human prostatic adenocarcinoma), SKLU-1 (human lung adenocarci
noma), as well as COS-7 (healthy cells of African green monkey 
kidney). Cell lines were supplied by National Cancer Institute (USA). 
The human tumor cytotoxicity was determined using the protein
binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure 
cell growth, as described in the protocols established by the NCIl. S4 The 
celllines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% 
fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 10,000 units/mL penicillin G 
sodium, 10,000 I g/mi streptomyein sulfate and 2SI1g/mL amphoteriein 
B (Gibeo) and 1% non-essential amino acids (Gibeo). They were 
maintained at 37 oC in humidified atmosphere with 5% CO2 . The via
bility of the cells used in the experiments exeeeds 95% as determined 
with trypan blue. 

4.11.2. Cytotoxic assay 
Cytotoxicity after treatment of the tumors eells and normal eell with 
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the test compounds was detennined using the protein-binding dye 
sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure cell growth 
[54]_ TIte cells were removed from the tissue culture flasks by treatment 
with trypsin, and diluted with fresh media_ Of this cell suspension, 
100pL containing 5000--10,000 cell per well, were pipetted into 96 
well microtiter plates (Costar) and the material was incubated at 37 ·C 
for 24 h in a 5% CO2 atmosphere. Subsequent1y, 100 ~L of a solution of 
the compound obtained by diluting the stocks were added to each well. 
The cultures were exposed for 48 h to the compound al concentrations 
25 ~M. After the incubation period, cells were fixed to the plastic sub
stratum by addition of 50 III of cold 50% aqueous trichloroacetic acid. 
The plates were incubated at 4 ·C for 1 h, washed with tap H20, and air
dried. The trichloroacetic-acid-fixed cells were stained by the addition 
of 0.4% SRB. Free SRB solution was the removed by washing with 1% 
aqueous acetic acid. The plates were then air-dried, and the bound dye 
was solubilized by the addition of 10mM unbuffered tris base (lOO ~L). 

The plates were placed on and shaken for 10 min, and the absorption 
was detennined at 515 nm using a ELISA plates reader (Bio-Tex In
struments). 

4.12. Lipid peroxidation inhibirlon 

4.12.1. Animals 
Aduh male Wistar rat (200--250 g) was provided by the Instituto de 

Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 
Procedures and care of animals were conducted in conformity with 
Mexican Official NOnTI for Animal Care and Handling (NOM-062-Z00-
1999). They were maintained at 23 ± 2 ·C on a 12/12h light~ark 
cycle wiLh free access to food and water. 

4.12.2. Rat brain homogenate preparadon 

Animal sacrifice was carried out avoiding unnecessary pain. Ten 
rats were sacrificed with CO2 to carry out a1l experiments. The cerebral 
tissue (whole brain), was rapidly dissected and homogenized in phos
phate buffered satine (PBS) solution (0.2 g of KCI, 0.2 g of KH2P04, 8 g 
ofNaCl, and 2.16 g ofNaHP04·7 H20/l, pH adjusted to 7.4) as reported 
elsewhere [55,56J to produce al / lO (w/ v) homogenate. Then, the 
homogenate was centrifuged for 10 min at 800 rcf (relative centrifugal 
field) to yield a peHet that was discarded. The supematant protein 
content was measured using the Folin and Ciocalteu's phenoI reagent 
[57] and adjusted with PBS at 2.666 mg of protein/ml. 

4,12,3, lnduction of lipid peroxidation and thiobarbitwic acid reactive 
substances (TBARS) quantification 

As an index of lipid peroxidation, TBARS levels were measured 
using rat brain homogenates according to the method described by Ng 
el al. (58) with sorne modifications. Supematant (375 ).1L) was added 
with 50)ll of 20)lM EDTA and 50 J.1L of each sample concentration 
solved in DMSO (50)ll of DMSO for control group) and incubated at 
37 ·C for 30 min. Lipid peroxidation was started adding 50 J.1L of freshly 
prepared l00)lM FeS04 solution (final concentration 10 J.1M) and in
cubated at 37 ·C for 1 h. TIte TBARS content was detennined as de
scribed by Ohkawa et al. [59] with sorne modifications. 500 J.1L of TBA 
reagent (1% 2-thiobarbituric acid in 0.05 N NaOH and 30% tri
chloroacetic acid, in 1:1 proportion) was added at each tube and the 
final suspension was cooled on ice for 10 min, centrifugated at 13,400 
ref for 5 min and heated at 80 ·C in a water bath for 30 mino After 
cooling at room temperature, the absorbance of 200 ~ of supematant 
was measured at i.. = 540nm in a Bio-Tek Microplate Reader Synergy 
HT. Concentration of TBARS was ca1culated by interpolation in a 
standard curve of tetra-methoxypropane (TMP) as a precursor of MDA. 
Results were expressed as nmoles of TBARS per mg of protein. The 
inhibition ratio (IR[%)) was calculated using fo llowing fonnula IR = (C
E)'* l00/ C, where C is the absorbance of control and E is the absorbance 
of the test sample. Butylated hydroxytoluene (BHT) and atocopherol 
were used as positive standards. 
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AIl data were represented as mean ± standard error (SEM). Data 
were analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnetis test for 
comparison against control. Values of p :S 0.05 (*) and p :S 0.01 (H ) 

were considered statistically significant. The inhibitory concentration 
50 (lCso), was estimated by means of a linear regression_ 

4.13. Data coUectio" and refinementfor compounds 4a 

A yellow and prism crystal of (4a), was grown from CH2Cl:zldiethyl 
ether and mounted on glass fibers, then placed on a Bruker Smart Apex 
Il diffractometer with a Mo-target X-ray source (A = 0.71073Á). The 
detector was placed at a distance of 5.0 cm from the crystal feames were 
collected with a sean width of 0.5 in w and exposure time of 5 s/ frame. 
17,262 reflections were collected and integrated with the Bruker SAlNT 
software package using a narrow-frame integration algorithm. 
Systematic absences and intensity statistics were used in monoclinic 
system and P2 1/c space group. The structure was solved using Patterson 
methods using SHELXS-2014/7 program (60]. The remaining atoms 
were Iocated via a few cycles of least squares refinements and difference 
Fourier maps. Hydrogen atoms were input at calculated positions and 
allowed to ride on the atoms to which they are attached. Thennal 
parameters were refined for all hydrogen atoms using a Ueq = 1.2)... 
The final cycle of refinement was carried out on all non-zero data using 
SHELXL-2014/7 [60]. Absorption correetion was applied using SADABS 
programo 

The crystallographic analysis was perfonned using PLATON [61J 
program, the figures of the molecular structures are represented using 
ellipsoids model while the supramolecuIar arrays were done using the 
ball and stick model, both representations were elaborate using the 
DlAMOND [62] programo 
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