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INTRODUCCION

En la busqueda de farmacos anticancerosos basados en metales de transicién, con
propiedades mejoradas con respecto a los medicamentos a base de platino utilizados
actualmente, los compuestos de rutenio han surgido como candidatos prometedores debido
a sus atractivas propiedades quimicas, y a su menor toxicidad hacia células sanas. Los
farmacos a base de platino presentan muy poca selectividad hacia células cancerosas, por lo
cual generan efectos secundarios graves, como: neurotoxicidad, hepatotoxicidad vy
nefrotoxicidad.

Por otra parte, la proteina asociada a Yes (YAP) (Yes participa en procesos como
proliferacién, mantenimiento de los contactos intracelulares normales y motilidad celular) y
el coactivador transcripcional con motivo de unidn al factor de transcripciéon PDZ (TAZ), son
reguladores transcripcionales altamente relacionados que se activan en las neoplasias
malignas humanas. YAP / TAZ son un foco de gran interés en el tratamiento de cancer,
debido a sus funciones biolégicas en el desarrollo de tejidos y tumores. En los tumores, YAP
/ TAZ pueden reprogramar las células cancerosas en células madre cancerosas y promover a
la iniciacién, progresion y metastasis del tumor. Como tal, YAP / TAZ son blancos
terapéuticos atractivos en cancer y medicina regenerativa. [

La verteporfina es derivado de la porfirina, es un fotosensibilizador disefiado inicialmente
para la terapia contra el cancer. La verteporfina fue aprobado por la FDA en 2000 vy
comercializado por Novartis con el nombre comercial: Visudyne. Hoy en dia esta aprobada
por 70 paises para el tratamiento de degeneracidn macular relacionada con la edad. La
verteporfina presenta una alta citotoxicidad para las células tumorales, inhibiendo el
sobrecrecimiento inducido por YAP / TAZ. Sin embargo, este compuesto presentd varios
inconvenientes como inhibidor del sobrecrecimiento inducido por YAP, como compuesto
altamente fototdxico, inhibidor de la autofagia celular y dar lugar a la oligomerizacién de
proteinas. Como soluciéon a las adversidades presentadas por la verteporfina, se ha
reportado que sus derivados, como las dipirrinas, pueden dirigirse directamente a las
proteinas YAP / TAZ. Con los nuevos derivados de verteporfina se espera reducir los efectos
secundarios producidos por este compuesto. 3!

Las dipirrinas son ligantes bidentados aromaticos planos altamente conjugados N,N-
donadores, analogos a la etilendiamina. Consisten en dos unidades de pirrol unidas por un
carbono sp? (Figura 1). La condensacion de pirroles adecuados en presencia de acido



conduce a cationes de dipirrina, que son precursores de las porfirinas, un grupo de
compuestos que se encuentran en todos los seres vivos. 4!

NH N=
SOV,

Figura 1. Estructura genérica de la dipirrina.

Los compuestos ciclometalados de rutenio se han caracterizado por presentar una alta
actividad citotdxica hacia células cancerosas y una alta estabilidad cinética y termodindmica
en ensayos bioldgicos, por lo cual, en este proyecto se propone la sintesis de nuevas
dipirrinas y su posterior coordinacién a complejos ciclometalados de rutenio.



ANTECEDENTES

Generalidades de compuestos ciclometalados de rutenio

Los complejos de rutenio ofrecen una amplia gama de estados de oxidacién, que son
accesibles quimica y electroquimicamente (desde el estado de oxidacién —2 en [Ru(CO)4]*~
hasta +8 en RuQa). El rutenio(ll) se destaca por tener una quimica extensa, la cual puede dar
lugar a complejos diamagnéticos hexacoordinados. Por lo tanto, la aplicacién de los
complejos de rutenio como reactivos redox, en diferentes reacciones quimicas, es de gran
interés. La estabilidad termodinamica del rutenio en varios estados de oxidacién y la
naturaleza a menudo reversible de sus pares redox hacen que los complejos de rutenio sean
objetivos atractivos de estudio. Los complejos de rutenio exhiben una gran cantidad de
aplicaciones en diversos campos, como en sintesis organica, catalisis y medicina. *!La amplia
gama de potenciales redox que presentan los complejos de rutenio les permite interactuar
con biomacromoléculas y han sido estudiados como mediadores muy eficientes para la
transferencia de electrones hacia o desde sitios activos, oxidados o reducidos de enzimas
redox [58-60]. Se han reportado derivados ciclometalados de N,N-dimetilbencilaminas
sustituidas en anillo con potenciales redox controlados como potentes mediadores del
transporte de electrones bioelectroquimicos. °!

Un compuesto ciclometalado es un compuesto organometalico que se caracteriza por
presentar un ligante bidentado, el cual consta de dos enlaces caracteristicos: un enlace entre
un atomo central metdlico y un 4tomo de carbono (M-C), y otro enlace covalente coordinado
entre el atomo central metdlico y un heteroatomo (M-E), con los cuales forma un ciclo E, C,
M (Esquema 1).

C-R C

+ MX Ly ———7 MXp-1Lm-1

-L, -RX
E E
Esquema 1. Reaccidn de ciclometalacién, los a&tomos E, Cy M forman un ciclo. E=N, O, P,
S, As, Se, C; arilo, alquenilo; R = H, CRs, OR, SiRs.

El primer compuesto ciclometalado conocido fue obtenido por Kleinman y Dubeck en 1963
a partir de azobenceno y niqueloceno. 1% Desde esta fecha ha crecido el interés por el
estudio de las reacciones de ciclometalacién. Los compuestos ciclometalados son de gran
importancia en la quimica organometalica, ya que una amplia variedad de compuestos
ciclometalados involucra ligantes que contienen anillos aromaticos, sustituidos o no
sustituidos, unidos a grupos con heteroatomos, lo que conlleva a una diversidad de
compuestos 'Y (Figura 2).



Figura 2. Ejemplos de compuestos ciclometalados. (2]

Los metalociclos mas comunes son aquellos que contienen como heteroatomo nitrégeno o
fosforo, asi mismo, se encuentran metalociclos con oxigeno o azufre. Algunos de los iones
metalicos que forman un mayor nimero de complejos ciclometalados son aquellos con una
configuracién d® (Ru(ll), Mn(l), Fe(ll), Os(I1)) y d®(Co(l), Rh(l), Ir(1), Pd(ll), P(11)). (23]

Los compuestos a base de metales de transicion se estdn investigando intensamente como
posibles medicamentos contra el cancer alentados por las propiedades fisico-quimicas
intrinsecas de los metales de transicion y los éxitos duraderos de los medicamentos a base
de platino. Se ha demostrado que los compuestos ciclometalados de rutenio son candidatos
a fadrmacos anticancerosos sorprendentemente estables y versatiles en mecanismos de
accion citotoéxicos, selectivos hacia células cancerosas. Se destaca el papel del enlace C-Ru,
gue se estabiliza por enlaces dativos intramoleculares, en la citotoxicidad de estos
compuestos, la cual suele ser hasta dos o tres érdenes de magnitud mayor que la de las
especies relacionadas estructuralmente que carecen del enlace C-Ru. 14

Generalidades del cancer y tratamientos

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracterizan por el crecimiento descontrolado
y la diseminacién de células anormales. El cancer es una enfermedad agresiva dificil de tratar,
siendo las mutaciones, en cientos de genes diferentes, las que contribuyen al mayor reto
para el tratamiento de estas enfermedades. Ademas, el cdncer puede afectar una amplia
gama de células (por ejemplo, epiteliales, estromales y sanguineas) y drganos en el cuerpo.
[15]

Una caracteristica patoldgica esencial del cancer es la angiogénesis tumoral, la cual consiste
en un proceso de crecimiento y formacion de nuevos vasos sanguineos sobre los
preexistentes. La angiogénesis es crucial para el crecimiento y la propagacién de las células
tumorales, que ocurre en las primeras etapas del desarrollo del tumor. La metdstasis es otro
aspecto critico del cancer, la cual consta de varios pasos que hace que las células tumorales
migren del tumor primario a un segundo sitio para comenzar la colonizacién y el crecimiento
de un nuevo tumor, (1]

Segun la Organizacién Mundial de la Salud hay mas de 100 tipos diferentes de cancer, ya que
cualquier parte del cuerpo puede desarrollar esta enfermedad. La diferencia entre cada
enfermedad esta en sus requerimientos metabdlicos, los cuales dependen del tipo de célula



y del tipo de tejido en donde se localice. 17! Entre los cdnceres mds agresivos se encuentra
el cancer de pulmodn, de seno y el cancer gastrico.

Las modalidades tradicionales de tratamiento del cancer comprenden la cirugia (el tumor
sélido es fisicamente removido) en primera instancia, siguiendo la radioterapia y
quimioterapia, aunque estos Ultimos tratamientos suelen realizarse en conjunto. 8 La
radioterapia mata las células tumorales utilizando rayos X o gamma, generando un dano
irreparable del ADN causado por la ruptura de doble cadena. 1° El mayor inconveniente de
la radioterapia es que dafia también tejidos sanos. [2% La quimioterapia es el tratamiento que
utiliza medicamentos para detener el crecimiento de las células cancerosas, ya sea
destruyéndolas o impidiendo que se multipliquen. La quimioterapia se puede administrar
por via oral, inyeccidn, o tdpica, segun el tipo y la etapa del cdncer que se esté tratando.
Puede administrarse solo o con otros tratamientos, como cirugia, radioterapia o terapia
bioldégica. La quimioterapia emplea, en muchos casos, farmacos derivados de platino que
ejercen sus propiedades citotdxicas a través de la formacién de aductos con el ADN, que
activan varias vias de transduccién y sefalizacion que conducen a la muerte celular o a la
detencidn del crecimiento celular. Y Los medicamentos citotdxicos empleados como el
cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, también dafian inevitablemente los tejidos sanos 221,
Ademas, estos medicamentos presentan efectos secundarios, tales como ototoxicidad,
enfermedad cardiovascular, neurotoxicidad, infertilidad, nefropatia y dafio hepatico crénico.
(231 Uno de los mayores desafios con los agentes quimioterapéuticos es combatir la
resistencia que se genera. La resistencia a los medicamentos es un fendmeno bien conocido
gue se produce cuando las enfermedades se vuelven tolerantes a los tratamientos
farmacéuticos.

Por otro lado, han surgido varias estrategias novedosas que muestran un gran potencial en
la terapia contra el cancer. Estos incluyen la terapia fotodinamica (PDT) y la terapia
fototérmica (PTT), ambas como parte de la quimioterapia. La PDT se basa en el desarrollo de
fotosensibilizadores (PS) para generar especies reactivas de oxigeno (ROS), como el oxigeno
singulete (10;), que puede provocar fototoxicidad y destruir las células. 24 La PTT utiliza
compuestos absorbentes de luz (PS), los cuales después de ser localizados en el tumor, se
realiza foto-irradiacién localizada. La PTT tiene ventajas similares a la PDT, pero funciona
mediante un mecanismo diferente. En PTT el agente fototérmico inyectado convierte la
fotoenergia en energia térmica bajo la excitacidn de la luz, lo que lleva a la ablacién térmica
de las células cancerosas. De manera similar, un solo tratamiento con PTT generalmente no
puede lograr un buen efecto terapéutico debido a su limitada eficiencia de conversién
fototérmica, la escasa penetracién de la luz en los tejidos y la baja estabilidad fototérmica.
[25,26] Ademds de los tratamientos regulares, la terapia génica 2”1 y la nanomedicina 28 han
presentado resultados muy prometedores en la lucha contra el cancer.



Ruta Hippo vy los inhibidores de YAP / TAZ

La via toma su nombre de uno de sus componentes clave de sefializacién: la proteina quinasa
Hippo (Hpo). Las mutaciones en este gen conducen a un crecimiento excesivo de tejido, o un
fenotipo similar al de un "hipopétamo’. La via Hippo es una cascada de sefializacién que
controla el tamafio de los 6rganos mediante la regulacién de la proliferacidn celular y la
apoptosis. Los primeros vinculos entre Hippo y la organogénesis se derivaron de la evidencia
de que la supresiodn de dicha via condujo al crecimiento excesivo de tejido, como resultado
del aumento de la proliferacion celular y la disminucién de la muerte celular. ?°! Los
componentes centrales de la via Hippo comprenden un médulo regulador de quinasa y un
maodulo transcripcional. EIl mdédulo transcripcional abarca dos parametros estrechamente
relacionados: el coactivador transcripcional (TAZ) y la proteina (YAP), los cuales son
esenciales para el crecimiento de érganos. El médulo regulador de quinasa esta constituido
por las quinasas MST y quinasas con funcidn de supresores tumorales LATS (Figura 3). MST
fosforila a LATS, la cual fosforila a su vez a YAP y TAZ. 139, La fosforilacidn es la adicién de un
grupo fosfato a una molécula. YAP y TAZ no pueden entrar al nucleo si estan fosforiladas (en
la Figura 3 se simboliza al grupo fosfato como P) ya que no son reconocidas por los
receptores de la membrana nuclear y por ende no pueden hacer sus funciones de
transcripcion. La fosforilacién de YAP y TAZ por las quinasas LATS da lugar a la unidn con las
proteinas 14-3-3 (presentes en el citoplasma) que estimulan la retencidn citoplasmatica o la
degradacién proteolitica de YAP / TAZ. (31
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la via de sefializacion de Hippo-YAP / TAZ. (31

Cuando la via de sefalizacién Hippo esta inactiva, los YAP / TAZ no se fosforilan, y por ende
se localizan en el nucleo formando un complejo con TEAD (factor de transcripcion presente
en el nucleo), lo que resulta en la formacion de células madre cancerosas y la regulacion de
los genes necesarios para la proliferacion, migracion y supervivencia de las células
cancerosas (Figura 4). 32

La ruta Hippo se regula por la densidad celular y la organizacién del citoesqueleto de actina
(proteina globular que forma microfilamentos y uno de los componentes fundamentales del



citoesqueleto de las células). B3 TAZ se asocia con el mantenimiento de las células madre del
cancer de mama y la resistencia a los medicamentos. 34

Tumor
progression |°

Loss of cell
polarity
Scribble on membrane EMT-inducing Scribble delocalization
factors

Hippo signaling ON Hippo signaling OFF
Low levels of TAZ High levels of TAZ

CANCER STEM CELL
PROPERTIES

Figura 4. Progresion del tumor por descontrol de los niveles de TAZ en las células. (3234

Verteporfina, dipirrinas y aplicaciones bioldgicas como inhibidores de YAP / TAZ

Las porfirinas y sus derivados, como las dipirrinas, también han mostrado ser activas en la
inhibicion del complejo YAP / TAZ con TEAD (factor de transcripcidn presente en el nucleo y
se encarga de la transcripcién en el ADN mediada por YAP / TAZ). Liu-Chittenden y sus
colegas, 3% fueron los primeros en demostrar la viabilidad de alterar el complejo (YAP / TAZ)
TEAD e identificaron tres miembros de la familia de las porfirinas, a saber, verteporfina,
protoporfirina y hematoporfirina, como inhibidores de la transcripciéon dependiente de YAP
/ TAZ. La verteporfina, presenta una alta citotoxicidad para las células tumorales, pero
también se ha encontrado actividad en el campo de la oftalmologia y la terapia fotodinamica
para el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad. 3

Se descubrid que la verteporfina era el compuesto mas eficaz para inhibir el complejo entre
YAP / TAZ y TEAD. De hecho, el tratamiento con verteporfina suprimié eficazmente el
sobrecrecimiento de células en cancer de ovario, inducido por la sobreexpresion de YAP en
modelos de ratones. 1371 Sin embargo, el uso de verteporfina como inhibidor del
sobrecrecimiento inducido por YAP / TAZ, presenta varios inconvenientes debido a sus
propiedades de fotosensibilizador no controladas, ademas, la verteporfina regula por exceso
a la proteina 14-3-3s (proteina responsable de la retencién citoplasmatica de YAP) [38],

Como agentes potenciales en la terapia contra el cdncer y como solucion a las problematicas
presentadas por parte de la verteporfina, como inhibidor de YAP / TAZ, se han investigado a
las dipirrinas. Las dipirrinas consisten en dos unidades de pirrol unidas por un carbono sp?.
Debido a sus propiedades optoelectrdnicas, los derivados de dipirrina han encontrado
aplicacién como fotosensibilizadores 3% y como materiales foto voltaicos. [40-42]



Las dipirrinas o dipirrometenos han atraido mucha atencién en los ultimos afios como
ligantes muy importantes debido a su complejacion con grupos BF, para producir colorantes
boro-dipirrometeno altamente fluorescentes o BODIPY que tienen una amplia variedad de
aplicaciones que van desde materiales hasta medicamentos. 3 Por otro lado, las dipirrinas
también se han explorado como ligantes para formar complejos con diferentes metales de
metalodipirrina que exhiben una variedad de geometrias y arquitecturas de coordinacion.
Se ha reportado catalizadores de paladio(ll) y rodio(l) con ligantes derivados de dipirrina, en
reacciones de acoplamiento C-C y rodio(lll) con ligante tipo dipirrina en reduccion de
aldehidos. [*4 Complejos de rutenio, rodio e iridio tipo medio sdndwich, que contienen areno
y ligantes derivados de dipirrinas (4-(2-metoxipiridil)fenildipirrometano)) exhiben
citotoxicidad in vitro hacia células cancerosas. *°! Asi mismo, complejos de rutenio(ll) con
boro-dipirrometeno que contienen conjugacidon electrénica, han sido reportados como
agentes anticancerosos en terapia fotodinamica dirigida con luz roja (Figura 5). [46]

Figura 5. Complejos de rutenio(ll) de boro-dipirrometeno. 46!

Debido a los varios inconvenientes que presenta la verteporfina como inhibidor del
sobrecrecimiento inducido por YAP / TAZ, se han realizado estudios de derivados de dipirrina
(Figura 6) como inhibidores de esta ruta de sobrecrecimiento celular, encontrandose un
efecto inhibitorio significativo sobre la actividad transcripcional de TEAD en células MDA-
MB-231 (células de cancer de mama). Ademas, se observo que el tratamiento con derivados
de dipirrina redujo principalmente el nivel de YAP y el receptor quinasa. En conjunto, los
datos sugieren que, en funcién de su estructura quimica, los derivados relacionados con la
porfirina y la dipirrina pueden dirigirse directamente a las proteinas YAP y / o TAZ e inhiben
la actividad transcripcional de TEAD. [47]
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Figura 6. Estructuras de dipirrinas derivadas de la verteporfina, estudiadas como
inhibidores de YAP/TAZ. 148]



Complejos de rutenio en el tratamiento del cancer

Los compuestos de rutenio son posiblemente los mejores candidatos para ampliar las
opciones de farmacos quimioterapéuticos en la terapia contra el cancer y han ganado
reconocimiento en los Ultimos 35 afios. Los complejos de rutenio se han caracterizado por
mostrar en general menor toxicidad que los medicamentos a base de platino, asi como una
mayor selectividad hacia las células cancerosas. *°! Por ejemplo, los complejos de rutenio(ll)-
areno tales como [Ru(bifenil)Cl(en)][PFs] (RM175, en = etilendiamina) % y [Ru(n®-p-
cymene)Cly(pta)] (RAPTA-C, pta = 1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo decano) *% estdn mostrando
una gran promesa terapéutica (Figura 7). Cuatro compuestos con potencial en terapia contra
el cancer han entrado en ensayos clinicos durante los ultimos afios. NAMI-A ((ImH) [trans-
RuCls(dmso)(Im)], Im = imidazol) tuvo éxito en los estudios clinicos de fase |, pero se obtuvo
una eficacia limitada en los estudios clinicos de fase Il, [*2 mientras que la baja solubilidad
de KP1019 (IndH) [trans-RuCla(Ind);], Ind = indazol) limit6 el desarrollo adicional. El NKP-1339
(Na[trans-RuCls(Ind)>]) se encuentra actualmente en estudios clinicos. °3! Por otro lado, en
terapia fotodindmica, el complejo de rutenio(ll) TLD-1433 (que lleva un ligante de 1H-
imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolina unido a un sustituyente a-tertienilo), actia como
fotosensibilizador (Figura 7). El TLD-1433 se estd evaluando actualmente en ensayos clinicos
y se encuentra en fase |l para el cancer de vejiga. >4
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Figura 7. Estructuras de complejos de rutenio estudiados en la terapia contra el cancer.
[53,55]

El mecanismo de accién de los complejos basados en rutenio sigue siendo un tema de
debate. Se han propuesto varios modos de accién 4, como la interaccién con el ADN que
conlleva a la activacidn de las vias que conducen a la muerte celular, la inhibicién de quinasas
u otras actividades enzimaticas, incluidas las metaloproteasas extracelulares. Esta
variabilidad puede deberse a diferencias en la estructura de los complejos de rutenio, debido
a variaciones de la naturaleza de los ligantes, asi como al tipo de enlace que une el ligante al
atomo de rutenio y al estado de oxidacién. %1 Se sabe que algunos compuestos de rutenio
pueden unirse al ADN a través de una via diferente a la del cisplatino P7*°, Ademas, la



presencia de rutenio permite amplios rangos de potenciales redox, lo cual se ha
correlacionado con la citotoxicidad. % Asi mismo, se ha demostrado que los complejos de
rutenio(ll) con ligantes aromaticos extendidos interactian con el ADN mediante
intercalacion e interacciones electrostaticas. (61

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado ampliamente las propiedades bioldgicas
de series de complejos de rutenio(ll) ciclometalados que contienen derivados de fenilpiridina
(phpyH), a partir de los cuales se encontré que eran capaces de interactuar con
biomacromoléculas y podrian usarse como mediadores muy eficientes para la transferencia
de electrones hacia o desde sitios activos oxidados o reducidos de enzimas redox [62-64,

Por ejemplo, en un trabajo reciente, se llevé a cabo la investigacidon del impacto de la
iluminacidn (las células se irradiaron con una lampara LED (Ae= 590 nm, 3 vatios) durante 60
min) sobre las propiedades bioldgicas de una serie de nuevos compuestos ciclometalados de
rutenio(ll) con conjugacién m aumentada (Figura 8), donde se determind que varios de estos
complejos muestran una actividad bioldgica bivalente, ya que son altamente citotdxicos por
si mismos en ausencia de luz, mientras que su citotoxicidad puede elevarse
significativamente al ser irradiados con luz blanca en el medio celular, mostrando una
elevada actividad anti proliferativa en lineas celulares de cdncer gastrico asi como una alta
selectividad hacia células cancerosas ante las células sanas . [6°]

Figura 8. Complejos de rutenio(ll) ciclometalados con propiedades anti proliferativas
aumentadas al ser irradiados con luz. 163

Los complejos de rutenio han sido ampliamente estudiados para ser empleados como
farmacos en el tratamiento del cancer. Se ha reportado una gran variedad de complejos de
Ru(ll) y Ru(lll) con versatilidad de ligantes, entre los cuales, complejos como NKP-1339 y TLD-
1433 se encuentran actualmente en estudios de fases clinicas. [53>%
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Se ha comprobado que los complejos de rutenio pueden ejercer su actividad citotéxica
selectivamente hacia células cancerosas, con menos afectaciones hacia las células sanas. [¢0]
Los complejos de rutenio pueden generar la muerte de células cancerosas por medio de
diferentes rutas, como por ejemplo, la interacciéon con el ADN, el estrés mitocondrial y estrés
del reticulo endopldsmico. Sin embargo, aun no se conoce con exactitud los diferentes
mecanismos de acciéon a nivel biolégico de estos complejos, siendo este el mayor
inconveniente que han presentado los complejos de rutenio. 14

Por otro lado, es de gran interés estudiar diferentes rutas biolégicas que conlleven a la
formacién de tumores, para asi entender mejor esta anomalia y obtener farmacos eficientes
y con minimos efectos secundarios. Una ruta de gran interés en la formacién del cdncer es
la ruta Hippo, la cual por medio de multiples sefalizaciones bioquimicas conlleva a la
inhibicion de cofactores transcripcionales (YAP / TAZ) que se han identificado como
responsables en la formacién de células madre cancerosas. Esta ruta se ve interferida por
mutaciones en el tumor. Sin embargo, el estudio de la ruta Hippo sigue siendo un reto tanto
para bidlogos, como para quimicos. (7]

La verteporfina (VP), un fotosensibilizador inicialmente disefiado para la terapia contra el
cancer ha sido identificado como inhibidor efectivo de YAP / TAZ. Sin embargo, VP ha
presentado inconvenientes como generar la oligomerizacién de mas de 250 proteinas. Asi
mismo, se ha reportado dipirrinas analogas a la VP, y se evaluaron como inhibidores de YAP
/ TAZ, presentando resultados prometedores. Por lo tanto, se espera que al coordinar la
dipirrina a complejos ciclometalados de rutenio, se obtenga complejos que presenten una
actividad selectiva sobre células cancerosas y puedan inhibir los cofactores YAP / TAZ para
asi detener el crecimiento de células anormales. 48!

Para la sintesis de complejos ciclometalados de rutenio se espera no tener inconvenientes
ya que este tipo de sintesis es bien conocido en nuestro laboratorio. La sintesis de las
dipirrinas propuestas se llevara a cabo siguiendo la sintesis reportada para dipirrinas
analogas.
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HIPOTESIS

Las dipirrinas derivadas de la verteporfina han presentado actividad en la intervencidn de la
ruta Hippo, inhibiendo los correguladores transcripcionales YAP / TAZ. Por lo tanto, se espera
que al coordinar las dipirrinas a complejos ciclometalados de rutenio se presente un impacto
sobre la ruta Hippo, inhibiendo asi el desarrollo de tumores e incrementando la selectividad

hacia células cancerosas.

OBJETIVOS

1. Sintetizar ligantes bidentados de tipo dipirrinas derivados de la verteporfina.
2. Sintetizar complejos ciclometalados de rutenio con ligantes preparados.

3. Estudiar las propiedades fisicoquimicas de las nuevas moléculas, tales como, lipofilicidad
y estabilidad en diferentes medios, asi como sus potenciales de oxidorreduccién.

4. Evaluar la citotoxicidad de los nuevos complejos de rutenio en lineas de células de
diferentes canceres humanos.

5. Evaluar el impacto de los complejos de rutenio en la ruta Hippo.

12



RESULTADOS Y DISCUSION

Propuesta de sintesis

Para realizar la sintesis del ligante, se inicid con una reaccién de Knorr, como se ilustra en el
Esquema 2, mediante la preparaciéon de 4-(2-metoxi-2-oxoetil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilato de tert-butilo (3), por reaccién de una oxima (1), 8 derivada de un 3-
oxobutanoato de tert-butilo, con metil-4-acetil-5-oxohexanoato, dicha reaccién presenta la
generacién de un intermediario aminoacetona, para dar la lugar a la formacién del pirrol 3
mediante condensacién %1, Dada la reactividad de intermediarios es necesario llevar a cabo
la reaccién bajo atmosfera inerte.

28k - 28k

|
N

OH
(1)
0 0 o o
I KoK )I\AO/
NoH )
() ‘“ @)
o o
0 0 .4
O HN -~ 0|]|N2 %OHN — O HN
(5) 4) (3) (6)

Esquema 2. Propuesta de ruta sintética de los precursores 5y 6. i) NaNO;, AcOH; ii) AcONa,
Zn, 60-90 °C; iii) CF3COOH, CHCl, 0°C, CH(OEt)s; iv) BH3.THF, THF, < 10°C; v) Imidazol,
PPhs, CH2Cly, 12, 0 °C.

El pirrol 3 se empled como reactivo para obtener los pirroles 5 y 6, a partir de los cuales se
forma la dipirrina. El pirrol 6 se encuentra reportado por la literatura, pero el pirrol 5 no. En
la literatura se reporta un pirrol analogo al pirrol 5, el 4-(2-yodoetil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilato de tert-butilo, "% con la diferencia que el reportado tiene un sustituyente
yodoetil en la posicién tres del nucleo del pirrol (ver numeracién del compuesto 4 en el
Esquema 2), y el pirrol que nosotros proponemos contiene un sustituyente yodopropil en la
posicion tres. Ademas, la sintesis del nuevo pirrol 5 tiene como precursor el pirrol 3, mientras
gue el pirrol con sustituyente yodoetil reportado, se sintetiza a partir de la oxima 1 y metil-
4-acetil-5-oxopentanoato.

La formacion del pirrol 5, se llevd a cabo a partir del precursor 3, siguiendo las condiciones
de sintesis del pirrol reportado. 79 E| pirrol 3 se sometié a la reduccién de un grupo éster
con BH3 THF, y una posterior yodacién del alcohol primario formado, para obtener el nuevo
pirrol 5. A partir del precursor 3 también se propone la formacion de un aldehido a partir del
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éster de tert-butilo en medio acido para obtener el pirrol 6. "% La condensacién de los
pirroles 5y 6 en presencia de acido da lugar a la formacion del dipirrometeno protonado, el
cual al ser tratado con diazabicicloundeceno (DBU) forma la especie neutra 7.

En este proyecto proponemos la sintesis de un nuevo ligante bidentado tipo dipirrina, el cual
se forma a partir de un precursor de pirrol (3) mediante una nueva ruta de sintesis mas
eficiente que la reportada en la formacién de dipirrinas analogas 8, ya que a partir del
precursor 3 se obtienen los dos precursores para la formacién del nuevo ligante 7.

Una vez obtenida la nueva dipirrina 7, se realizaria la sintesis del rutenaciclo trans-
[Ru(phen)(phpy)(MeCN);]PFs empleado como precursor para la formaciéon de complejos con
el ligante dipirrina, el cual se ha trabajado en nuestro laboratorio, donde el atomo de
carbono del fenilo orto-metalado a rutenio se encuentra trans a un ligante de acetonitrilo,
[721, Finalmente, se realizara la desprotonacion del hidrégeno N-H de la dipirrina en medio
basico, para asi llevar a cabo la coordinacién de la dipirrina como ligante bidentado al
rutenaciclo (ver Esquema 3). [73]

Q HN
\ o. +
I

(0]
(6)

Esquema 3. Sintesis del ligante tipo dipirrina 7 y su coordinacion al rutenaciclo. i) CF3COOH,
MeOH, HBr en ACOH; ii) DBU, CH2C|2,' iii) KzCOg, CH3CN.

Parte experimental

Reactivos y disolventes

Los reactivos usados fueron comprados a Aldrich Chem. Co.
Para la sintesis de los precursores, los reactivos utilizados fueron: 3-oxobutanoato de tert-
butilo, NaNO,, AcONa, metil-4-acetil-5-oxohexanoato, BH3.THF 1M, acido acético, THF.

Caracterizacion e instrumentacion

Los precursores fueron caracterizados por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H 3C{*H} y espectroscopia de infrarrojo (IR). Para obtener los espectros de IR se
empled un espectrometro Bruker Alpha-p ATR. Se empled un equipo Bruker Avance de 300
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MHz para obtener los espectros de RMN. Los resultados obtenidos se compararon con los
datos espectroscépicos de los compuestos reportados en la literatura.

Sintesis de materias primas

Sintesis de tert-butil (Z)-2-(hidroxiimino)-3-oxobutanoato (1)

Mk NaNO, Mok

AcOH ‘
N-oH
Esquema 4. Sintesis del precursor 1.

La sintesis del compuesto 1 se llevé a cabo siguiendo la metodologia reportada. %8 Se obtuvo
el compuesto 1 con un 88% de rendimiento (1.04 g, 5.56 mmol) como un aceite amarillo. Los
datos espectroscépicos del precursor 1 corresponden con los reportados en la literatura.

O O
IR-ATR (cm™): VOH 3307, vasCH3 2981, vsCH3 2936, vsCO ester 1686, vsCO M J<6
4
cetona 1682; 6CHs 1369, VCHsC cetona 1251, 1073. *H RMN (300 MHz, ©
ppm, CDCl3): 6 1.54 (9H, s, H-6), 2.36 (3H, s, H-1), 8.83 (1H, s, H-7).
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Figura 9. Espectros IR (izquierda) y *H RMN en CDCls (derecha) del compuesto 1

Sintesis de 4-(2-metoxi-2-oxoetil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-carboxilato de tert-butilo (3)

(0]
LK
) AcONa o) N

)I\)k AcOH |/

HZO o)
m @ °

Esquema 5. Sintesis del precursor 3
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El compuesto 3 ya reportado por Smith y Pandey, [ se sintetizé a partir de la oxima 1y
metil-4-acetil-5-oxohexanoato 2. Sin embargo, la sintesis del compuesto 3 en este trabajo se
llevé a cabo siguiendo la metodologia reportada, "4 donde se realizd la sintesis de un pirrol
4-(2-metoxi-2-oxometil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-carboxilato de tert-butilo a partir de la
oxima 1 y metil-4-acetil-5-oxopentanoato, donde reportan un porcentaje de rendimiento
mayor que el obtenido en la sintesis por Smith y Pandey.

Se disolvid la oxima 1 (0.28 g, 1.49 mmol), el metil-4-acetil-5-oxohexanoato 2 (0.38 g, 2.04
mmol) y acetato de sodio (0.3 g, 3.65 mol) en acido acético a temperatura ambiente; la
solucion se agitd y calentd a 60°C. Posteriormente se adiciond zinc poco a poco (0.240 g, 3.67
mmol) y se calenté a 90°C bajo atmosfera inerte por 3 h. A la disolucién obtenida se le
adiciond agua (25 mL) para precipitar el producto y se dejo en refrigerador por 12 h. El sélido
obtenido se separd por filtracion a vacio, se disolvié nuevamente con 5ml de metanol
caliente para separar el producto de las sales formadas, como el acetato de zinc, mediante
filtracion al vacio. Finalmente, se precipité de nuevo con agua fria y se filtrd, obteniendo un
solido amarillo con 25% de rendimiento (0.105 g, 0.37 mmol). Los datos espectroscdpicos
del pirrol 3 corresponden con los reportados en la literatura.

IR-ATR (cm™): VNH 3323, vasCH3 2973, vCO (CH3COR)1731, vCO
(tBUCOR) 1659, 8asCHs (CH3COR) 1435, 1280, 1162. 'H RMN (300
MHz, ppm, CDCl3) 8: 1.55 (9H,s, H-14), 2.20 (s, 3H, H-7), 2.24 (s,3H,
H-6), 2.47 (t, 2H, H-8), 2.70 (t, J= 6.8 Hz, 2H, H-9), 3.66 (s, 3H, H-
11), 8.50 (s, 1H, H-1). 13C RMN (75 MHz, ppm, CDCls) &: 10.68 (C-
6), 11.54 (C-7), 19.77 (C-8), 28.69 (C-14), 35.12 (C-9), 51.70 (C-11),
80.35 (C-13),118.38 (C-3), 119.95 (C-4), 126.2 (C-2), 129.13 (C-5), 161.38 (C-12), 173.74 (C-
10).
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Figura 10. Espectros IR (izquierda), *H (medio) y *3C{*H} RMN en CDCls (derecha) del
compuesto 3.
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Sintesis de 4-(2-hidroxipropil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-carboxilato de tert-butilo (4)

©) Q “ OH

Esquema 6. Sintesis del compuesto 4

La sintesis del nuevo pirrol 4 se llevd a cabo siguiendo la metodologia reportada de la
reduccion del éster de metilo del compuesto 4-(2-metoxi-2-oxometil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-
2-carboxilato de tert-butilo. 7%

Se disolvié el compuesto 3 (0. 05 g, 0.177 mmol) THF (5 mL) a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicioné gota a gota 5 mL de borano-tetrahidrofurano durante 20
minutos, bajo atmosfera de argdén, manteniendo la temperatura menor a 10°C con un
enfriador de inmersién. La mezcla se dejé en agitaciéon toda la noche a temperatura
ambiente. El seguimiento de la reaccidn se realizé por cromatografia de capa fina, a partir
de la cual se determind que la reaccidén termind a las 24 h. Posteriormente se adicionaron 5
mL de metanol y se evapord a vacio la disolucién hasta obtener un aceite amarillo en 60 %
de rendimiento (0.025 g, 106.67 mmol). El producto obtenido se encuentra en proceso de
purificacion.

IR-ATRu (cm): VOH 3450, VNH 3317, vasCHs 2930 y vsCHs 2862,
VvCO 1654, vC=C 1500, 5asCHs 1433, sCHz 1365, vC-(CHs)s 1255,
VCN 1156, vC-OH 1062. *H RMN (300 MHz, ppm, CDCl3) &: 1.58 (s,
9H, H-14), 1.7 (m, 2H, H-9), 2.2 (s, 2H, H-7), 2.25 (s, 2H, H-6), 2.45
(t, J = 6 Hz, 2H, H-8), 3.64 (m, 2H, H-10).
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Figura 11. Espectros IR (izquierda) y *H RMN en CDCls (derecha) del compuesto 4.
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CONCLUSIONES

Se realizo el disefio de una nueva ruta de sintesis para la obtencion del ligante tipo dipirrina,
en la cual a partir de un precursor de pirrol se obtienen los dos precursores para la formacién
de la nueva dipirrina.

Para llevar a cabo el estudio de compuestos de rutenio ciclometalados con ligantes tipo
dipirrina, realizamos la sintesis de un nuevo pirrol, el cual es precursor para la formacién del
ligante. La sintesis se interrumpid con el confinamiento que provocé la pandemia del COVID-
19. Se llevaran a cabo estudios posteriores en los cuales esperamos realizar la sintesis de los
complejos de rutenio, y el estudio de su influencia sobre la ruta Hippo, asi como su
evaluacién de citotoxicidad en células cancerosas.
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