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Abreviaturas

A Angstroms

ADN Acido desoxirribonucleico

ATR Reflectancia total atenuada

BN Bencilo

°C Grados centigrados

Conc. Concentracion

DART? Andlisis directo en tiempo real
DMSO Dimetilsulfoxido

DRn Conjunto de &tomo donador y grupos organicos cualesquiera
o Desplazamiento quimico

EM Espectrometria de masas

eq Equivalentes

FAB™* Bombardeo con atomos rapidos
FT-IR Infrarrojo por transformada de Fourier
h Horas

Hz Hertz

ICs0 Concentracion de inhibicion del 50%
Pr iso-Propilo

IR Infrarrojo

mg Miligramos

MHz Mega Hertz

min Minutos

mL Mililitros
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rend.
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Factor de crecimiento endotelial vascular
Resonancia magnética nuclear de hidrégeno

Resonancia magnética nuclear de carbono desacoplada de
hidrogeno

Resonancia magnética nuclear de fésforo desacoplada de
hidrogeno



1. Introduccién

El cancer es un conjunto de enfermedades relacionadas a un proceso descontrolado
en la division celular. Esta enfermedad es la segunda causa de muerte a nivel
mundial, por lo que el desarrollo de nuevos tratamientos mas efectivos es de gran
importancia.! Los tratamientos que actualmente han mostrado mejores resultados
para combatir esta enfermedad han sido la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia,
siendo esta Ultima la mas empleada. La quimioterapia consiste en utilizar un
farmaco, principalmente compuestos derivados de platino (carboplatino, cisplatino,
oxaliplatino). Sin embargo, estos compuestos han demostrado ser nefrotdxicos,
hepatotoxicos y citotoxicos contra células sanas y, en algunos casos, se ha

presentado resistencia por ciertos tipos de cancer ante estos farmacos.?*

Debido a esto hay un gran interés en desarrollar nuevos metalofarmacos que sean
mas efectivos. Las nuevas propuestas estan dirigidas al disefio racional de farmacos
qgue sean mas especificos contra el cancer y que disminuyan los efectos adversos.®
Esto ha dado lugar a una gran variedad de nuevos compuestos, utilizando
novedosos ligantes con metales de transiciéon (Ru, Ag, Au, Pd).58 Entre estos, los
compuestos tipo pinza derivados de paladio han mostrado tener buena actividad
anticancerigena.® Al ser un metal de la familia del platino, el Pd presenta similitudes
termodinamicas y estructurales. Asi mismo, su forma de coordinacién es semejante,
lo que hace que estos compuestos sean buenos candidatos como nuevos agentes

anticancerigenos.

Por otra parte, una de las estrategias para potenciar la actividad de algunos
metalofarmacos es la introduccion de una molécula organica que ya presente
actividad biolégica, como lo son los policiclos arométicos. Primeramente pensados
como agentes cancerigenos, estos compuestos han tenido gran relevancia en el
tratamiento contra el cancer debido a su capacidad de apilamiento 1T con el ADN,
generando entrecruzamiento de hebras semejante a los compuestos de platino.©

En este sentido los compuestos tipo pinza han mostrado ser muy robustos y



estables para favorecer la adicion de fragmentos activos sin alterar la reactividad

del centro metalico.1?

Debido a todo esto, en este trabajo se plantea la sintesis de tres nuevos compuestos
POCOP de Pd(Il) los cuales seran funcionalizados con cloruro de 1-naftoilo, un
fragmento policiclico, a fin de mejorar su interaccion con el ADN. De esta forma, se
plantea aprovechar las caracteristicas anticancerigenas favorables observadas en

una multitud de compuestos de Pd usando la plataforma pinza.? 13



2. Antecedentes

2.1 Compuestos tipo pinza

Los compuestos tipo pinza (o simplemente pinzas) son una familia de compuestos
organometalicos y el primer ejemplo fue reportado en 1976 por Moulton y Shaw.4
Estos compuestos demostraron tener una alta estabilidad térmica y en disoluciones
acuosas. Ademas, demostraron tener una alta facilidad de modulacién estérica y

electronica.l® 16

Los compuestos tipo pinza contienen un ligante tridentado que se coordina de
manera meridional a través de tres &tomos donadores: dos laterales (D) y uno
central (A). Estos compuestos son muy robustos y termoestables debido a que en
la estructura se observa un enlace sigma (c) C—M. Aunado a esto, se forman dos
metalociclos que principalmente pueden ser de 5 o 6 miembros de acuerdo al
espaciador (E) utilizado (Figura 1).>'" Dependiendo de los atomos donadores asi
como del atomo central de enlace, los compuestos pinza reciben su nombre, por
ejemplo PCP, SCS y NCN. En algunas ocasiones, es necesario incluir a los atomos

espaciadores como en el caso de los compuestos POCOP, PCOP y PONOP.

Atomo espaciador

\

E R _ Metal

Grupo de anclaje \W. ~-

_T_
O A—I\‘/I— Ligante auxiliar
_D_

AR

Esqueleto organico

R

Atomo donador

Figura 1. Estructura general de los compuestos pinza
La plataforma pinza tiene una estructura “privilegiada” debido a su amplia capacidad
de variabilidad. Los ligantes pinza se pueden componer de un anillo aroméatico o de
cadenas alifaticas. Asi mismo, los esqueletos pueden presentar grupos de anclaje

(W) que permitan anclarlos o inmovilizarlos en macromoléculas para fijarlos en
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polimeros, enzimas o para formar dendrimeros. De igual forma, variar los atomos
donadores y sus sustituyentes, asi como los atomos espaciadores es relativamente
sencillo debido a que su modificacion se puede realizar con simples pasos

sintéticos.8

Los atomos donadores mas empleados son fésforo (P), nitrogeno (N) o azufre (S)
en la mayoria de los casos, los cuales a su vez pueden contener grupos organicos
(R) alquilo o arilo. La seleccién de atomos donadores (D) asi como de sus grupos
R tiene un alto impacto en la quimica y estabilidad de estos compuestos ya que en
conjunto, los componentes DRn son los principales moduladores del impedimento
estérico y propiedades electrénicas de los compuestos resultantes (Figura 2). De
igual manera, la variacion de los espaciadores determina el espacio disponible para
acceder al centro metdlico por parte de algun sustrato u otro ligante.1”18

w

E E

Grupos I|3—M—D

|
organicos | \\ i

<« Sustrato

Figura 2. Impedimento espacial de los compuestos pinza

2.2 Sintesis de los compuestos tipo pinza

Existen multiples métodos para la creacion del enlace ¢ C—M que caracteriza a los
compuestos pinza. Estas metodologias transcurren en un sélo paso o en dos
cuando se requiere una prefuncionalizacion del ligante. La seleccion de la sintesis
a emplear dependera de los atomos donadores del ligante pinza asi como del centro

metdlico al cual se coordinara.
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2.2.1 Ciclometalacion directa
La ciclometalacion directa es una sintesis de un paso que transcurre mediante la
activacion de un enlace C—H o C—C. Cuando se cuenta con atomos donadores
blandos (D=P o S) esta sintesis permite la bisciclometalacion regioselectiva sin
necesidad de prefuncionalizaciones. Las condiciones de reaccion para llevar a cabo
esta sintesis pueden variar dependiendo de los grupos organicos de los atomos

donadores (Esquema 1).

+MX,,
RX

D R D D—M—D

R=H, CR, X

D=PR,, SR M= Ni, Pd, Pt, Ir, Rh

Esquema 1. Reaccion de ciclometalacion directa

Empleando grupos orgéanicos 'Pr, 'Bu, Ph y Bn en atomos donadores P junto con
metales como Pd y Pt se ha obtenido la metalacion directa de ligantes pinza en
condiciones de reaccion suaves. Sin embargo, esta metodologia ha sido poco
efectiva al emplear atomos donadores N. Esto debido a la baja fuerza del enlace
N—M. El uso de ligantes NCN en metalacion directa favorece la formacion de un

compuesto bimetalado en vez del producto bisciclometalado (Esquema 2).

H H M

D PR D NR /
-—2— —L» RN
“hx
RZP_IYI_PRZ

X
Esquema 2. Reaccion de ciclometalacion directa con ligantes NCN

Asi mismo, algunos precursores metéalicos han fallado en la activacion del enlace

C—H, lo cual da paso a la formacion de un compuesto coordinado de manera

12



bidentada k?-D,D (Esquema 3). Esta forma de coordinaciéon se ha sugerido como

intermediario previo a la ciclometalacion.

+ML H -H
R,>D M\DR

L

Esquema 3. Formacion del intermediario k*-D,D

2.2.2 Adicion oxidativa
La sintesis por adicién oxidativa es muy semejante a la ciclometalacién directa con
la diferencia de que esta ocurre por la activacion de un enlace C—halégeno. Como
su nombre lo indica, el centro metalico se oxida al llevarse a cabo esta adicion, por
lo que los precursores son compuestos metéalicos de valencia cero o neutros como
Pt® o Pd®. Este método de sintesis ha sido efectivo en ligantes que requieren
funcionalizarse posteriormente. Un subproducto comudn de la ciclometalacién directa
es un halogenuro de hidrégeno (HX, X= ClI, Br, 1), el cual puede reaccionar con
sustituyentes sensibles a acidos que contenga el compuesto pinza. Ademas de esto,
se ha observado que esta metodologia incrementa el rendimiento obtenido. El Ni,
Pd y Pt son centros metalicos empleados cominmente en esta metodologia de

sintesis (Esquema 4).

D X D D—M—D

D=PR,, SR M= Ni, Pd, Pt
X=Cl, Br, |

Esquema 4. Reaccion de adicion oxidativa
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2.2.3 Transmetalacion
La transmetalacion es una metodologia de dos pasos que requiere la
prefuncionalizacion de un compuesto pinza con litio para su posterior intercambio
con el centro metalico a emplear. Esta ruta sintética es empleada para mejorar la
regioselectividad de la metalacion en la posicion orto, orto a cada brazo donador.
Aunque la litiacion de ligantes pinza puede realizarse directamente, pocas veces se
lleva a cabo en esta posicion. Para mejorar la selectividad, se han empleado
derivados de halégeno los cuales permiten el intercambio cuantitativo con el litio

(Esquema 5).

Z=H Z=Cl, Br, |

Posicioén orto, orto

Esquema 5. Litiacion selectiva de ligantes pinza

De igual forma, el uso de disolventes apolares ha permitido llevar a cabo la litiacion
en la posicién orto, orto por medio de la activacién del enlace C—H. Gracias al
aumento de selectividad de esta sintesis, la transmetalacion ha sido utilizada para
la sintesis de compuestos NCN con metales tales como Ir, Ni, Pd, Pty Ru (Esquema
6).

+RLi +MXn
-LiX
D R D D Li D D—l\l/l———D
X
R=H, CI, Br
D= NR, M= Ni, Pd, Pt, Ir, Ru

Esquema 6. Reaccioén de transmetalacion

2.2.4 Transciclometalacion
La transciclometalacion es una metodologia analoga a la transesterificacion

organica que es empleada cuando no es posible sintetizar un compuesto pinza por
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algun otro método de sintesis. Esta es empleada para realizar el intercambio entre
un ligante bidentado o tridentado a otro sin observar disociacion apreciable
(formacion de sales inorganicas). Extendiendo esta definicion a ligantes pinza, la
transferencia puede ser llevada a cabo entre un ligante bidentado o tridentado a un
ligante pinza o entre dos ligantes pinza. El uso de esta metodologia ha demostrado
mejorar el rendimiento de sintesis de compuestos previamente sintetizados por
medio de ciclometalacion directa. La fuerza motriz de esta reaccion es la diferencia
de estabilidad de dos ligantes, siendo el menos coordinante el ligante donador y el
mas coordinante el ligante aceptor. Un ejemplo de esto es el intercambio de un
metal entre un ligante NCN y un ligante PCP. Siendo el N un donador mas débil que
el P, se puede llevar a cabo la transferencia gracias a las interacciones de los brazos
donadores con el centro metalico. Aunque esta metodologia es de un solo paso, el
mecanismo con el cual se lleva a cabo la transferencia varia segun los ligantes

utilizados y el centro metélico a intercambiar (Esquema 7).

D R D D'R D' D—I\(I—D
X

R=H, CR3, Cl, Br M= Ni, Pd, Pt, Ir, Rh
D= NR2, PR2, SR D'= NRZ, PR2, SR

Esquema 7. Reaccion de transciclometalacion (TCM)

Como se ha descrito, cada metodologia de sintesis permite la obtenciéon de una
gran variedad de compuestos con el mayor rendimiento posible. Asi mismo, todas
las reacciones descritas transcurren en un namero corto de pasos que permiten la

obtencién directa de compuestos pinza con una amplia variedad de metales. 18 1°

2.3 Modificaciones en los compuestos tipo pinza
Ademas de su alta estabilidad térmica y quimica, los compuestos pinza han sido
modificados de una gran variedad de formas sin la descomposicion de estos debido

a la robustez del enlace C—M y de los enlaces D—M.
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La modificacion en catalisis se ha enfocado en los brazos donadores, modulando
las propiedades estéricas para tener una mejor selectividad en los sustratos que
pueden acceder al centro metalico. Asi mismo, la modificacion del atomo espaciador
ha permitido ampliar o disminuir el espacio disponible para acceder al centro
metélico. De igual forma, la adicion de cadenas hidrofilicas o hidrofébicas como
grupos R de los atomos donadores ha permitido variar la solubilidad de estos

compuestos.

Sin embargo, la modificacién del esqueleto aromético es, sin lugar a duda, la que
mas ha ampliado las posibilidades de uso y disefio de estos compuestos. La
funcionalizacion del esqueleto aromatico ha permitido conferir nuevas propiedades
a los compuestos pinza, como su heterogeneizacion de medios cataliticos, su
fijacion a enzimas o su reconocimiento y fijacion por parte de macroestructuras
biologicas. La funcionalizacion de pinzas ha permitido ampliar su rango de
aplicaciones desde catalisis hasta desarrollo de farmacos, sensores y nuevos
materiales. Para llevar a cabo estas modificaciones es necesario tener un grupo
como -OR, -NR2 o un halégeno dentro del esqueleto aromatico. A este grupo
funcional se le conoce como grupo de anclaje y usualmente se encuentran en las
posiciones meta o para con respecto al enlace C—M. Dependiendo del grupo
empleado, las posibilidades de modificacion variaran segun la quimica del grupo.
De igual forma, la necesidad de la proteccion o desproteccién de este grupo puede
aumentar o disminuir el nimero de pasos sintéticos necesarios para obtener los

compuestos deseados.!!: 15 16, 17

Ejemplos de la funcionalizacibn de compuestos pinza son compuestos NCN-Pt
reportados por van Koten y colaboradores, los cuales fueron empleados como
sensores de dioxido de azufre (SOz). Ademas, fueron utilizados como catalizadores
y recuperados para emplearlos en varios ciclos cataliticos.?° Por otra parte, el grupo
de Hirao reportd la sintesis de compuestos NCN-Pd los cuales fueron
funcionalizados con un grupo uracilo, lo que llevé a la formacién de una especie
dimérica muy similar al ensamblaje presentado en el acido ribonucleico (ARN).?!

Recientemente, el grupo de Morales Morales reportd una serie de compuestos

16



POCOP-NI funcionalizados con grupos aromaticos en un solo paso a través de una

simple esterificacion del grupo -OH en la posicién para.?? Este Ultimo ejemplo

presentd una metodologia novedosa que sortea los problemas de sintesis

presentados en plataformas tales como son NCN, SCSy PCP, las cuales presentan

varios pasos de sintesis (Figura 3).

Mez
Cl N
\
Pt/
MezN
NMe2
| 0
MezN Plt-CI

NMez 1)

TMez
d lt o]
NM92
T I
MezN 2'BuP Ni P'Bu,
Pt
CI/ \N ‘
M62 MezN\
/Pt\ Cl
Cl N
Mez
Morales Morales (2015)
van Koten (1999)

Hirao (2014)

Figura 3. Ejemplos de funcionalizaciones de compuestos pinza

17




2.4 Cancer y metalofarmacos

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. En el afio 2020 se
reportaron aproximadamente 19.3 millones de casos nuevos y 10 millones de
muertes por esta enfermedad. Se proyecta que dentro de una década, estos
nimeros se eleven a 23.8 millones de casos nuevos y 13 millones de fallecimientos.!
Esta enfermedad se caracteriza por el crecimiento descontrolado de células nuevas
y la ausencia de muerte celular de células viejas. El cancer se puede dividir en 5
categorias: carcinomas, sarcomas, linfomas, adenomas y leucemia. Asi mismo, el
cancer puede afectar a 6rganos como los pulmones, higado, estdbmago, cérvix,

vejiga y es6fago.??

Desde las ultimas décadas, el cisplatino cis-[PtCl2(NHzs)2] ha sido un metalofarmaco
de gran relevancia en el tratamiento contra el cancer. Este es un compuesto
derivado del platino que presenta dos ligantes amino y dos ligantes cloruro en
configuracion cis y puede unirse al ADN impidiendo su replicacion.>* Al ser
administrado, uno o los dos enlaces Pt—CI son hidrolizados debido a la baja
concentracion de CI intracelular. Posteriormente, el producto de esta hidrélisis es
capaz de formar aductos de ADN interactuando con grupos sulfhidrilos o con &tomos
de nitrégeno de acidos nucleicos. Por ultimo, la formacion de estos aductos detiene
el ciclo celular al intentar reparar el dafio causado en el ADN, induciendo asi la
muerte celular por apoptosis (Figura 4).24

H3N cl
N
Pt
7/
HjN cl
Cisplatino N o . Hidrdlisis de
E ligantes cloruro
Pt - >
’ ~
HN~  Cl ( \
Ingreso H,0
a la célula

Figura 4. Interaccion del cis-[PtCl2(NHs)2] (cisplatino) con el ADN
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Aunqgue el cisplatino es empleado con gran efectividad en cancer de ovario, pulmon,
cabeza, cuello, testiculo y de vejiga, su uso se ve limitado debido a su toxicidad. El
cisplatino puede acumularse en los rifiones, ocasionando dafio reversible, y en el
sistema nervioso ocasionando graves dafios irreparables. También, puede
ocasionar dafio hepético debido al estrés oxidativo causado por su eliminacion. De
igual forma, el que su objetivo sea el ADN hace que su ataque sea menos
especifico, causando dafios en células sanas. Sumado a esto, se ha observado que
el uso de cisplatino puede generar resistencia por parte de tumores recurrentes.
Esto debido al aumento de la capacidad de reparacion del ADN de células

cancerosas, lo cual inhibe la muerte celular.?4

Se han buscado distintas alternativas al cisplatino empleando diversos centros
metalicos con una gran variedad de ligantes y geometrias. Aunque muchos
compuestos se han disefiado con el objetivo de emular el mecanismo de accion del
cisplatino, se han descubierto diversas rutas alternativas para mejorar la
especificidad del ataque a células de cancer asi como para disminuir la toxicidad a
células sanas.? % 2531 Ejemplos de estas mejoras son aquellos compuestos que
emplean Ru®, Au®y Fe? 3252628 como centros activos. El uso de otros metales
distintos al Pt ha permitido mejorar la selectividad de los metalofarmacos y disminuir
su toxicidad.?®-®! Esta mejora de actividad se debe al descubrimiento de ataques
especificos a proteinas o el aprovechamiento de rutas metabdlicas del cancer. De
igual forma, el uso de ligantes con actividad biolégica ha permitido aprovechar o

incluso mejorar la efectividad de farmacos destinados al tratamiento del cancer.

De todos los metales empleados para el desarrollo de nuevos metalofarmacos, el
Pd es el mas destacable. El Pd es un metal de la misma familia del Pt, por lo que
se espera que su actividad anticancerigena sea comparable o incluso mejor. Al
sintetizar compuestos de Pd y poner a prueba sus propiedades anticancerigenas se
ha encontrado actividad citotoxica prometedora e incluso niveles de toxicidad
menores que el cisplatino. Aunque los compuestos de Pd son mas labiles que los

compuestos de Pt (hasta 10° veces mas reactivos) se ha encontrado que, con la
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seleccién correcta de ligantes, se les puede otorgar la estabilidad necesaria para

ser empleados en medios biolégicos.®

2.5 El paladio y el cancer

Los compuestos de paladio han tenido una gran presencia en el desarrollo de
metalofarmacos contra el cancer. Estudiando mas de 800 compuestos, se ha
encontrado que su efectividad es comparable al cisplatino o incluso mejor, con una
toxicidad menor en la mayoria de los casos.'? 33233 | g actividad anticancerigena
de compuestos de paladio superd al cisplatino en lineas humanas de céancer de
mama34, leucemia®®, cérvix3®, ovario®’, vejiga®, pulmoén®®, colon*® e higado*.
Sumado a esto, compuestos de paladio presentaron actividad anticancerigena en

lineas de cancer resistentes a cisplatino como lo son cancer de ovario*? 43y cérvix*?

(Figura 5).
» Mama @\
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» Vejiga V"’
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Figura 5. Efectividad del Pd en distintos 6rganos

= [.cucemia

Metalofarmacos
de Pd
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Al desarrollar nuevos metalofarmacos de Pd, se han establecido relaciones
estructura-actividad de las cuales se puede beneficiar el disefio de nuevos
compuestos. El uso de ligantes voluminosos puede favorecer la estabilidad de
compuestos de Pd asi como aumentar la interaccion con el ADN. Asi mismo, se
puede modular la lipofilicidad de estos compuestos para favorecer su entrada por la

membrana celular. Ilgualmente, la presencia de un ligante cloruro puede favorecer
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la actividad citotoxica. Ademas, el uso de atomos fuertemente coordinantes (N, S o
P) dentro de un ligante quelante puede ayudar a disminuir la labilidad de
compuestos de Pd vy, particularmente, el uso de ligantes con atomos donadores

blandos como el fésforo mejoran la estabilidad de compuestos de Pd (Figura 6).*%
13

Ligantes

Modulacién de la
lipofilicidad

Presencia de

. . voluminosos
un ligante Cl

\

Uso de
ligantes
quelantes

Ligantes con
atomos donadores
N,PoS

Aumento de efectividad de
compuestos de Pd

/ Grupos promovedores de apilamiento \
X
- Z
S0 N
N N= OH
\ Fenantrolina 8-hidroxiquinolina Naftaleno /

Figura 6. Caracteristicas favorables en compuestos anticancerigenos de Pd

Por otro lado, se ha observado que la presencia de grupos poliaromaticos como
fenantrolina, 8-hidroxiquinolina y naftaleno mejoran la interaccién con el ADN de
compuestos de Pd al permitir interacciones de apilamiento 1 generando
entrecruzamientos.'?> Ramachandran y colaboradores** reporté el apilamiento con
el ADN de compuestos tiosemicarbazonas de Pd(ll) con un fragmento semejante a
la hidroxiquinolina. La presencia del fragmento policiclico favorecio el
desplazamiento del bromuro de etidio, un marcador fluorescente del ADN el cual se
une por medio de apilamiento . Gao “°, por otra parte, reportdé una serie de
compuestos empleando fenantrolina como ligante bidentado. El apilamiento del
ligante policiclico se estudié de igual forma por medio del desplazamiento de
bromuro de etidio, el cual mostré resultados positivos del apilamiento con bases del
ADN. Asi mismo, la interaccion de compuestos tiosemicarbazonas de Pd(ll) con el

ADN por medio de apilamientos 1 fue reportada por el grupo de Hernandez.*® Estos
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intercalamientos se dieron al introducir un fragmento nitronaftaleno a los ligantes.
Finalmente, se observo que la actividad citotdxica de estos compuestos fue superior
al cisplatino en lineas de cancer de pulmén, préstata, mama, colon, melanoma y

leucemia (Figura 7).

H
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HN  / !\‘:<
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Ramachandran

Gao Hernandez

Figura 7. Complejos poliaromaticos anticancerigenos de Pd

2.6 Compuestos pinza de Pd(ll) en el tratamiento contra el cancer

Los compuestos tipo pinza presentan una plétora de aplicaciones, particularmente
en el area de catalisis donde han sido muy exitosos. Sin embargo, recientemente
se ha empezado a explorar su actividad biol6gica.? Entre estos compuestos, los
derivados del grupo 1078 4750 y de metales como el Rh® son los que han presentado
una notable actividad anticancerigena. El paladio se ha beneficiado de su uso en
conjunto a los ligantes pinza en el desarrollo de nuevos metalofarmacos. Existen
multiples ejemplos de compuestos pinza de Pd(ll), los cuales han presentado
actividad comparable o superior al cisplatino en la inhibicién de células cancerosas.?
Muchos de estos compuestos son pinzas no convencionales, ya que no presentan

el tipico enlace C—M o sus brazos donadores no son iguales.

Ejemplos de compuestos pinza efectivos en la inhibicion del cancer son aquellos
como los compuestos clasicos SCS-Pd(ll), que tuvieron actividad anticancerigena
contra células de cancer de mama susceptibles al cisplatino y lineas resistentes
triple negativo, asi como una remarcable baja toxicidad frente a células sanas.>!
Igualmente, compuestos SNN-Pd(Il) demostraron tener actividad anticancerigena

destacable frente a dos lineas de cancer de mama, la cual fue comparable al
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cisplatino sin presentar toxicidad significativa en células sanas.®” El efecto
anticancerigeno de estos compuestos se atribuyé a la inhibicion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) induciendo asi la apoptosis de células
cancerosas. También, compuestos PNN-Pd(ll) demostraron tener mejor actividad
que el cisplatino en lineas de cancer de ovario y colon. Asi mismo, se encontrd
evidencia de la interaccion con el ADN distinta a la interaccion del cisplatino (Figura
8).53

o)
< N
R R @ﬁ% G0
Sl—PId—ls S—Pd—N Cl
& cl
SN

SCS N PNN

Figura 8. Compuestos pinza clasicos (SCS) y no clasicos (SNN y PNN)

anticancerigenos

De igual forma, la presencia de grupos poliaroméaticos en complejos pinza de Pd(ll)
ha permitido obtener nuevos compuestos con actividad anticancerigena destacable.
Guo y colaboradores sintetizaron un compuesto SNN-Pd(Il) que contienen un grupo
semejante a la 8-hidroxiquinolina, el cual demostré tener actividad anticancerigena
igual al cisplatino en lineas de cancer cervical, de pulmén y de mama.>* El fragmento
8-aminoquinolina de este compuesto generd interacciones con albumina de suero
humano, planteando otro mecanismo de accion distinto al entrecruzamiento del
ADN. Higgins Il reporto la sintesis de un compuesto NNC-Pd(ll) que contenia un
fragmento fenantrolina que formaba uno de los dos ciclos del compuesto pinza y
gue presento actividad anticancerigena notable frente a lineas de cancer de colon,
vejiga y mama.> La efectividad de este compuesto fue comparada con analogos
gue no contenian fragmentos poliaromaticos, siendo mucho menor en la ausencia
del grupo fenantrolina. Igualmente, el compuesto ONS-Pd(Il) reportado por el grupo
de Ramachandran presentd6 mejoras notables en la citotoxicidad ante lineas de
cancer de cérvix e higado al contener un grupo semejante a la hidroxiquinolina.**

Por medio de un ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio, se confirmé que
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la interaccion predominante de este compuesto es con el ADN por medio de

apilamientos 1 (Figura 9).

\{/ SN
HZC d—S cl

\
/ N Pd s Pph3
CI
Guo Higgins llI Ramachandran

Figura 9. Compuestos pinza anticancerigenos con grupos poliaromaticos

Asi como lo han evidenciado los ejemplos mencionados, existe una amplia
presencia de compuestos pinza de paladio enfocados al tratamiento contra el
cancer, los cuales pueden beneficiarse de su uso en conjunto de fragmentos
poliaromaticos incrementando su interaccion con el ADN.323347.48,51-60 Debido a
esto, en este trabajo se plantea la sintesis de seis compuestos pinza POCOP de
Pd(ll), de los cuales tres seran compuestos precursores de formula [PdC{CesH2-4-
(OH)-2,6-(OPR2)2}] (R='Pr (1), Bu (2) y Ph (3)) que posteriormente seran
funcionalizados con cloruro de 1-naftoilo (1Naf, 2Nafy 3Naf)y v seran evaluados en la

inhibicién de seis lineas de cancer relevantes en el pais (Figura 10).

i
OH o) O
Funcionalizaciéon

oY 9 Y 9
| |
RoP—Pd—PR, RoP—Pd—PR;
o Cl
R=Pr (1), 'Bu (2), Ph (3) R='Pr (1Naf), 1By (2Naf), ph (3Naf)

Figura 10. Compuestos POCOP de Pd(Il) y sus analogos funcionalizados
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3. Objetivos e hipodtesis

3.1 Objetivos generales
Sintetizar y caracterizar tres compuestos pinza POCOP de Pd(ll) para
posteriormente funcionalizarlos en posicién para con un derivado de naftaleno para

estudiar su actividad citotéxica.

3.2 Objetivos particulares

e Sintetizar tres compuestos POCOP de Pd(ll) de férmula [PAdCH{CeH2-4-(OH)-
2,6-(0OPR2)2} (R="Pr (1), 'Bu (2) y Ph (3)).

e A partir de los compuestos 1-3, sintetizar sus derivados funcionalizados en
posicién para con cloruro de 1-naftoilo (1Naf-3Naf),

e Caracterizar cada compuesto por medio de técnicas de espectroscopia de
infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de masa
y, existiendo la posibilidad, determinacién de estructura por difraccion de
rayos X de monocristal.

e Evaluar los seis complejos en seis lineas de cancer a fin de comparar la
actividad anticancerigena presentada en presencia o ausencia del grupo

naftoilo.

3.3 Hipotesis
Empleando un grupo naftoilo, se mejorard la actividad anticancerigena de los
compuestos POCOP de Pd(Il) en comparacion a sus analogos no funcionalizados

gue poseen un grupo hidroxilo.
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4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis y caracterizacion de los complejos pinza de Pd(ll)

La sintesis de los precursores metalicos (1-3) se comenzd con la preparacion de la
sal disddica del triol mediante la reaccion de floroglucinol y dos equivalentes de
hidruro de sodio en tetrahidrofurano (THF) a 25°C por 4 h (Esquema 8). Una vez
preparada la sal disodica, se hizo reaccionar con PdCl2 y la clorofosfina
correspondiente en tolueno a 110°C por 12 h. Finalmente, los productos [PdCKCesH2-
4-(OH)-2,6-(0OPR2)2}] (R=Pr (1), R='Bu (2) y R=Ph (3)) fueron purificados por
columna cromatografica empleando CH2Cl2 como eluyente. Los rendimientos fueron
de 28 % para 1, 32 % para 2 y 16 % para 3. El compuesto 2 fue el que presento el
mejor rendimiento debido a que los grupos '‘Bu actllan como grupos donadores de
densidad electronica mejorando la coordinacion de los brazos fosfinito (OPR2) al
atomo de Pd. Por el contrario, el compuesto analogo de fenilos (3) presentdé menor
interaccién con el Pd reduciendo el rendimiento. Los compuestos 1-3 son soélidos de
color blanco y estables al aire. Finalmente, los tres compuestos fueron

caracterizados por medio de IR, RMN y espectrometria de masas.

OH
OH 2 eq. PR,CI
2 eq NaH 1 eq. PdCl,
——— 0© 0
THF 4h Tol. 12 h i i
NaO ONa '° R;P—Pd—PR,
cl

R=Pr (1), (rend. 27.9%)
R=Bu (2), (rend. 32.4%)
R= Ph(3), (rend. 16.4%)

Esquema 8. Reaccion de sintesis de los compuestos 1-3

En los espectros IR de los compuestos 1-3 se observa la presencia de la banda
O-H entre 3300-3100 cm™* esperada para el estiramiento del enlace. De igual forma,
se observa la presencia de las bandas C—H alrededor de 3000-2800 cm
correspondientes a los estiramientos de C—H alifatico y aromatico. También se

observa la banda esperada para el estiramiento C=C de carbonos aromaticos
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cercana a 1500 cm™. Por ultimo, se observa la presencia de la banda a 1100 cm™
para estiramientos C-O esperados para los brazos asi como la presencia de la
banda de estiramiento O-P de los brazos en 1000 cm™. Debido a la similitud de los
compuestos, Unicamente se muestra el espectro del compuesto 1 (Figura 11). Los
espectros de IR de 2 y 3 pueden ser consultados en el Anexo | de este trabajo.
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Figura 11. Espectro IR del compuesto 1

Los espectros *H RMN de los compuestos 1-3 evidencian la simetria Czv esperada
al obtener una sola sefial singulete a 6.0-6.5 ppm para el proton H3 presente en el
anillo aromatico del ligante (Figura 12). Ademas de esto, en los compuestos 1y 2
se observan sefiales a campo alto para los sustituyentes alifaticos (6 2.41-2.31 (Ha),
0 1.31-1.18 (Hb), 1; 6 1.44-1.41 (Ha), 2). Estas sefales muestran una multiplicidad
mas alta de lo usual debido a la presencia de los atomos de fosforo. En el caso del
complejo 3 se observaron las sefiales para los protones aromaticos (6 7.90-7.87
(Ha), & 7.67-7.61 (Hb, Hc)) (Figura 12).
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Figura 12. Comparativa de los espectros *H RMN de los compuestos 1 (CDClz), 2
(CDCl3) y 3 (DMSO)

En los espectros de 3C{*H} RMN de los tres complejos, se observaron las cuatro
sefiales esperadas para el anillo aromatico del esqueleto pinza. La sefial mas
desplazada a campo bajo corresponde al C2 (C-O-P), debido a ser el mas afectado
por efecto de desproteccion debido a todos los heteroatomos en el metalociclo. Las
sefiales correspondientes para el carbono C-Pd fueron observadas entre 120.73-
119.63 ppm, las cuales se encuentran en el rango de lo reportado para este tipo de
compuestos.®® 62 Los carbonos C1, C2 y C3 son sefiales tripletes debido al
acoplamiento con el atomo de fésforo. Asi mismo, en los compuestos 1y 2 se
observan sefales en la region de los carbonos alifaticos (28.89-16.68 ppm, 1; 39.62-

27.66 ppm, 2). Estas sefnales también mostraron multiplicidad al estar acopladas

28


Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova


con los a4tomos de fosforo. Para el compuesto 3 se observan sefiales en la regiéon
de carbonos aromaticos para los grupos fenilos (133.32-129.88 ppm) (Figura 13).

OH b
2 _ﬁ%
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Figura 13. Espectro comparativo *C{*H} RMN de los compuestos (1-3)

En el espectro de 3P{*H} RMN de los compuestos 1-3 se observé una sola sefial
singulete entre 190-140 ppm, congruente con la simetria esperada para estos
compuestos. El compuesto 3 es el que present6 la sefial mas desplazada a campo

alto debido al efecto de proteccion que ejercen los grupos fenilos (Figura 14).
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Figura 14. Comparativa de los espectros 3P{*H} RMN de los compuestos 1-3

También se obtuvieron los espectros de masas de los tres compuestos en los cuales
se observo el ion molecular con una relacion masa-carga de 498 m/z para 1 y 554
m/z para 2, los cuales concuerdan con la masa calculada. Para 3 se encontr6 el
pico 599 m/z correspondiente a la pérdida de los fragmentos Cl e H, el cual es
considerado el pico mas estable al ser aquel registrado y no el ion molecular (Figura
15). La espectrometria de masas de 2 y 3 puede consultarse en el Anexo Il de este

trabajo.
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Figura 15. Espectrometria de masas del compuesto 1

Por ultimo, cristales del compuesto 2 fueron analizados por medio de difraccion de
rayos X. La estructura del compuesto 2 cristaliz6 en un sistema triclinico del grupo

espacial P-1 (Figura 16).
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Figura 16. Estructura del compuesto 2

El compuesto 2 presenta un atomo de paladio, el cual se encuentra tetracoordinado
a un atomo de ClI, un atomo de C y dos atomos de P. El ligante pinza se coordina
de manera tridentada al atomo de Pd, donde los atomos P(1) y P(2) se encuentran
posicionados en una configuracion trans. Asi mismo, el atomo de Pd se encuentra
coordinado al C(2) en posicion orto, orto, completando el modo de coordinacién
meridional [k3-PCP], formando asi dos metalociclos de cinco miembros dados por
los atomos PACCOP. La informacion numérica de las distancias y angulos de enlace

se puede consultar en la Tabla 1.

Tabla 1. Longitudes de enlace y angulos de enlace selectos del compuesto 2

Longitud de enlace [A] Angulo de enlace [°]
Pd(1)—C(2) 1.9864(17)  C(2)—Pd(1)—CI(1) 178.99(5)
Pd(1)—P(1) 2.2912(4) P(1)—Pd(1)—P(2) 159.384(16)
Pd(1)—P(2) 2.2972(4) C(2)—Pd(1)—P(1) 79.99(5)
Pd(1)—Cl(1) 2.3907(4) C(2)—Pd(1)—P(2) 79.86(5)

La longitud de enlace Pd(1)—C(2) se encuentra dentro del rango reportado para
este tipo de compuestos (1.995-1.986 A).6%. 63 Sin embargo, el enlace Pd(1)—CI(1)
es ligeramente mas largo que el rango reportado (2.372-2.363 A) en 0.0187 A, lo

cual evidencia un mayor efecto trans entre el enlace Pd—C y el enlace Pd—Cl para
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este compuesto, atribuido a la influencia para del grupo —OH. Los enlaces Pd—P
se encuentran cercanos al rango reportado para compuestos similares con
sustituyentes 'Bu (2.286-2.267 A) con una ligera diferencia de 0.01 A. Los angulos
de enlace difieren de los valores de una geometria cuadrada plana regular. Los
angulos C—Pd—P se encuentran 10° por debajo del &ngulo recto caracteristico de
esta geometria. De igual forma, el angulo P—Pd—P se encuentra 20° por debajo
del angulo llano. Por el contrario, el angulo C—Pd—Cl es el mas cercano al angulo
llano presente en la geometria cuadrada plana. Debido a esto, la geometria
cuadrada plana de este compuesto se encuentra distorsionada. Los datos

cristalograficos completos se encuentran en el Anexo IV de este escrito.

4.2 Funcionalizacion y caracterizacion de los compuestos pinza de Pd(ll)

Los compuestos 1-3 se utilizaron como materia prima para obtener los compuestos
para sustituidos en el grupo hidroxilo restante del esqueleto aromatico. La sintesis
de los compuestos para sustituidos (1Naf, 2Naf y 3Nafy comenzé con la reaccion de un
equivalente del compuesto pinza correspondiente y 1.5 equivalentes de NaB(OMe)4
en THF a 25°C por 90 min. Transcurrido este tiempo, se adiciond un equivalente de
cloruro de 1-naftoilo y se dejo reaccionar a 25°C por 12 h. Posteriormente, los
compuestos [PdCHCeH2-4-(1-naftoil)-2,6-(OPR2)2}] (R="Pr (1Nah), R=Bu (2Na) vy
R=Ph (3N¥)) fueron purificados por columna cromatografica empleando CH2Cl>
como eluyente con rendimientos en el rango de 61.63%-66.6% (Esquema 9). Los
tres compuestos son solidos blancos los cuales se solubilizan en CH2Cl2 siguiendo

la tendencia de afinidad al disolvente 1Naf> 2Nafs 3Naf

i ()
OH ONa o o
1eq C'
1.5 eq NaB(OMe)4 ®
? ? THF, 90 min ? ? 12h o) o]
RZP—P‘d—F’R2 RzP*P‘d*PRz RZF"defI"Rz
cl cl cl
R=Pr (1), R=Pr (1N*), (rend. 66.6%)
'Bu (2), Bu (2N*), (rend. 61.63%)
Ph (3) Ph (3N2), (rend. 64.3%)

Esquema 9. Reacciones para la obtencién de los compuestos para sustituidos
1Naf, 2Naf y 3Naf
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Los compuestos 1N-3Naf fyueron caracterizados de igual forma por medio de IR,

RMN y espectrometria de masas.

En los espectros IR de los compuestos 1Na-3Naf se gbservo la ausencia de la banda
de estiramiento cercana a 3000 cm* del grupo OH del anillo aromatico. Ademas, se
observd la presencia de una sefial cercana a los 1700 cm* esperada para el
carbonilo del derivado de &cido evidenciando la esterificacién con el cloruro de 1-
naftoilo, ejemplificado con el espectro del compuesto 1N (Figura 17). Los espectros
IR d:a los compuestos 2Vafy 3Naf se pueden consultar en el Anexo | de este trabajo.
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Figura 17. Espectro IR del compuesto 1N&'

En el espectro 'H RMN de los compuestos 1Na-3Naf se observa la sefial singulete
del protén H3 del anillo aromético recorrido en 0.4 ppm en comparacion a sus
contrapartes no funcionalizadas. El desplazamiento de la sefial de H3 se debe al
cambio de un grupo hidroxilo protector por un grupo éster atractor, lo cual desplaza
las sefiales a campo bajo. Ademas de esto, que la sefial de H3 sea una sola
concuerda con la conservacion de la simetria Czv (Figura 18). De igual forma, en los
tres espectros se observa la presencia de seis nuevas sefiales en la zona de

protones aromaticos (7.0-9.0 ppm). Estas sefales corresponden al fragmento
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naftaleno afiadido, lo cual evidencia la funcionalizacion exitosa de los compuestos
1-3.
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Figura 18. Comparacion de los espectros 'H RMN de los compuestos 1Naf-3Naf

En el espectro *C{*H} RMN de los compuestos 1Na-3Naf se encuentra la sefial
correspondiente al C3 la cual se encuentra desplazada cerca de 7 ppm de sus
contrapartes no funcionalizadas. El desplazamiento de esta sefial se atribuye a la
esterificacion del grupo naftoilo, el cual es un grupo electroatractor. De igual forma,
el que C3 tenga una sola sefial confirma la conservacion de la simetria de estos
compuestos. Asi mismo, el C1 que esta unido al paladio fue desplazado 4.5 ppm a
campo bajo debido a la influencia para del grupo naftoilo. Ademas, se encuentra la
presencia de once nuevas sefiales correspondientes a los carbonos del grupo
naftoilo en la zona esperada para carbonos aromaticos. Por ultimo, se observa un
desplazamiento en 5 ppm para 1Naf y 2Naf y de 10 ppm para 3" de la sefial

correspondiente al C4 a campo alto debido al cambio de ambiente quimico causado
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por la funcionalizacion. En los tres compuestos se observa la presencia de una sefial

simple entre 164.0-167.0 ppm correspondiente al C5 del carbonilo. Asi mismo, se

observa la presencia de una sefial simple cercana a 134 ppm correspondiente al C6

del anillo de naftaleno el cual se encuentra enlazado al carbonilo. De igual manera,

en los compuestos 1N y 2 Naf se ppservan sefiales en la region de los carbonos

alifaticos (29-16 ppm, 1Na; 40-27 ppm, 2N¥), Estas sefiales también mostraron

multiplicidad al estar acopladas con los &tomos de fésforo. Para el compuesto 3Naf

se observan sefiales en la regién de carbonos aromaticos para los grupos fenilos

(133-128 ppm) (Figura 19)
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Figura 19. Comparacion de los espectros 13C{*H} RMN de los compuestos 1Na'-
3Naf
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Los espectros de 3'P{*H}RMN de los compuestos 1Na-3Naf mostraron una sola sefial
singulete entre 190-150 ppm esperada para los brazos fosfina. La presencia de una
sola sefal es congruente con la conservacion de simetria de estos compuestos. La
diferencia en sus desplazamientos es evidencia del efecto donador o atractor de
densidad electrénica de cada uno de los sustituyentes usados para los compuestos

sintetizados (Figura 20).
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Figura 20. Comparacion de los espectros 2P{*H} RMN de los compuestos 1Naf-3Naf

Por ultimo, se obtuvieron los espectros de masas de los tres compuestos en donde
se encontraron los fragmentos 652 m/z para 1N 709 m/z para 2Va' y 788 m/z para
3Naf |os cuales concuerdan con el ion molecular (Figura 21). Las espectrometrias de
masas de los compuestos 2Ny 3Naf se pueden consultar en el Anexo Il de este

trabajo.
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Figura 21. Espectrometria de masas del compuesto 1Naf

4.3 Evaluacion citotéxica

La evaluaciéon citotéxica de los compuestos 1-3 asi como de los compuestos
funcionalizados 1N#-3Naf se [levd a cabo mediante un cribado primario en seis lineas
cancerosas: glia de sistema nervioso central (U251), préstata (PC-3), leucemia
(K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1). Igualmente se utilizé
una linea celular de rifiédn de mono no cancerosa (COS7) con fines comparativos.
El vehiculo utilizado fue dimetilsulfoxido (DMSO) en una concentracion de 25 uM
aunque en ocasiones fue necesario diluir esta concentracion a 2.5 puM. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Inhibicion de crecimiento (%) de lineas celulares por parte de los

compuestos 1-3 y 1Naf-3Naf

Conc.

Lineas celulares

Entrada Compuesto

OH

(M) U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS7

25 100 100 100 100 100 87.12 36.3
(0] (0]

1 | |
}Ig—i{ 25 100 100 90.7 100 100 100 100

25 100 100 31.56 100 NC 290.73 13.8

(0]
2 %J\Pgﬁ 25 37.01 59.36 45.98 65.49 77.88

65.75 61.47

(0] 0]
O 25 4967 750 100

3

29

}Efpdfg{ 25 100 100 88.54 100 5.05 571 39.7
IS

1.14 26.15 4498 38.3

Cl
1Naf

é
S 0" o 25 NC
X

2Naf

NC 0.301 9.69 NC 43.81 59.9

@@@ 25 13.71 NC 1955 NC 31 355 201

3Naf

*NC= No citotéxico
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Todos los compuestos reportados en la Tabla 2 fueron poco solubles en DMSO
excepto por el compuesto 1. Este problema de solubilidad puede ser clave en la
interpretacion de los resultados debido a que la baja solubilidad en medio fisiolégico
disminuye su transporte dentro de la célula. EI compuesto que present6 la mejor
actividad anticancerigena de los tres compuestos no funcionalizados fue el
compuesto 1 (entrada 1). Este compuesto demostré una alta selectividad a todas
las lineas de cancer (arriba del 80%) y una baja afinidad a células sanas COS7
(36.3%). Sin embargo, al disminuir la concentracion del compuesto 1 esta
selectividad se ve anulada al presentar porcentajes de inhibicion arriba del 90% para
todas las lineas celulares. Este mismo efecto puede observarse en el compuesto 2
(entrada 2) el cual muestra porcentajes de inhibicién del 100% para las lineas U251,
PC-3yHCT-15y un 13.8% para lalinea COS7. Posterior en su dilucion por un factor
de 10, se observa que todos los porcentajes de inhibicién se igualan nulificando la

selectividad del compuesto 2.

En cuanto a los compuestos funcionalizados, el compuesto que presentdé mayor
actividad citotoxica fue el compuesto 1N (entrada 4). Este present6 porcentajes de
inhibicion muy buenos en las lineas U251 (100%), PC-3 (100%), K562 (88.54%) y
HCT-15 (100%) y medianamente bajo en células COS7 (39.7%). Este compuesto
no fue diluido, pero al igual que su contraparte no funcionalizada (entrada 1) se
requeriria un estudio comparativo de una concentracién mas baja para apreciar Si
esta selectividad se conserva o se pierde por efecto de la dilucién. Los compuestos
2Naf (entrada 5) y 3V (entrada 6) fueron los que menor actividad citotdxica

presentaron de todos los compuestos, esto atribuido a la baja solubilidad en DMSO.
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5. Conclusiones

Se sintetizaron tres compuestos (1-3) por medio de una metodologia simple y
directa. Posteriormente, estos compuestos dieron lugar a tres productos
funcionalizados (1N¥-3Naf) por medio de una esterificacion entre un fenol y un cloruro
de acilo aromatico. La obtencion de los seis compuestos fue corroborada por medio
de técnicas espectroscopicas de IR, RMN, espectrometria de masas y difraccion de
rayos X, donde también se evidencidé la simetria Czv caracteristica de estos
compuestos y la influencia electronica de los sustituyentes.

De los seis compuestos sintetizados, los compuestos precursores (1-3) presentaron
la mayor actividad antiproliferativa. Esto fue atribuido a la diferencia de solubilidad
en DMSO de los dos grupos de compuestos ya que el segundo grupo contaba con
un fragmento naftoilo, el cual es hidrofébico. De los precursores, el compuesto 1 fue
aguel que presentd la mayor actividad, disminuyendo la proliferacion de todas las
lineas de cancer estudiadas e incluso de la linea celular sana. Esto debido a que
los sustituyentes 'Pr son menos voluminosos que 'Bu o Ph, lo cual permite la correcta
disolucién en el medio y su posterior entrada a la célula. De los tres compuestos
funcionalizados (1Naf-3Nah) el compuesto 1Naf fue aquel que presenté la mayor
actividad antiproliferativa en cuatro lineas de cancer (U251, PC-3, K562 y HCT-15)
sin afectar de manera notable a la linea de células sanas (COS7).
Comparativamente, 1 presentd mayor actividad que 1N¥ esto atribuido a la

presencia del grupo naftoilo en 1N,

El uso de un ligante auxiliar que mejore la solubilidad de estos compuestos en
DMSO permitiria estudiar a profundidad su selectividad y el impacto en el efecto

anticancerigeno de contar con un grupo policiclico aromatico en su estructura.
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6. Seccidén experimental

6.1 Materiales y reactivos

Todos los reactivos y disolventes fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y fueron
usados sin previa purificacion a excepcion de los disolventes THF y tolueno. Estos
fueron secados empleando tamiz molecular de 4 A y destilados bajo atmdésfera de
N2.

Todos los procedimientos sintéticos se realizaron en atmadsfera inerte en una linea
doble vacio/gas inerte (N2) con material de vidrio tipo Schlenk. Todo el material de

vidrio y barras de agitacion fueron secados en un horno previo a su uso.

6.2 Equipos analiticos

Los experimentos de IR fueron realizados en un equipo FT-IR NICOLET 1S-50
(Thermo Fisher Scientific) empleando la técnica de reflectancia total atenuada
(ATR). Los experimentos de resonancia magnética nuclear H, 33C{*H} y 31P{1H} se
llevaron a cabo en un equipo Bruker Avance Il de 400 MHz y Bruker Avance lll de
500 MHz. Los desplazamientos quimicos (d) para los experimentos H y 3C{1H}
estan reportados en ppm referenciados con trimetilsilano (TMS). Los analisis de
espectrometria de masas se llevaron a cabo con la técnica de bombardeo con
atomos rapidos (FAB*) en un espectrometro JMS-700 MStation (JEOL) y por la
técnica de analisis directo en tiempo real (DART*) en un espectrometro The
AccuTOF JMS-T100LC (JEOL).

6.3 Sintesis de los complejos pinza [PdCI{CsH2-4-(OH)-2,6-(OPR2)2}]

Procedimiento general: En un matraz Schlenk con una barra de agitacién se
agregaron 1 g de floroglucinol (1 eq) y 410 mg de NaH (2.2 eq) y se purg6 el matraz
con vacio por 20 min. Una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron 30 mL de
THF en atmoésfera de N2 y se agitd la mezcla a 25°C por 4 h. Posteriormente, el
disolvente fue retirado por medio de evaporacibn a vacio en un rotavapor.
Finalmente el solido obtenido se almacend en atmosfera de N2. Obtenida la sal
disédica del floroglucinol, en otro matraz Schlenk con una barra de agitacion se
adicion6 100 mg de la sal (1 eq) y 104.2 mg PdCl2 (1 eq) y se purgd en vacio por 20

min. Posteriormente, bajo atmosfera de N2 se adicionaron 20 mL de tolueno y 1 eq
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de la clorofosfina correspondiente. La reaccioén transcurrio a 110°C por 12 h.
Finalizado este tiempo, se evaporo el disolvente en un rotavapor y el producto se

purifico a través de una columna de silice empleando CH2Cl2 como fase mavil.

6.4 Sintesis de los complejos pinza [PdCI{CsH2-4-(1-naftoil)-2,6-(OPR2)2}]
Procedimiento general: En un matraz Schlenk con barra de agitacion se
adicionaron 100 mg del compuesto pinza a funcionalizar (1 eq) y NaB(OMe)4 (1.5
eq) y se purgd con vacio por 20 min. Posteriormente, en atmodsfera de N2, se
adicionaron 20 mL de THF y se agité por 90 min a 25°C. Una vez transcurrido este
tiempo, se adicion6 cloruro de 1-naftoilo (1 eq) y se dej6 por un tiempo de 12 hala
misma temperatura. Finalizado este tiempo, se evaporo el disolvente a vacio en un
rotavapor y el producto se purificé por medio de una columna de silice empleando
CH2Cl2 como fase movil.

Compuesto 1
Sélido blanco. Rendimiento 27.9%. 'H RMN (CDCls,
400 MHz): & 6.08 (s, 2H, H3), 2.41-2.31 (m, 4H, Ju.
H= 8 Hz, H5), 1.31-1.25 (dc, 12H, 3Jp-n= 32 Hz, 3Jn-
4, 1= 8 Hz, H6), 1.23-1.18 (dc, 12H, 3Jp-n= 32 Hz, 3Jn-
o0 1= 8 Hz, H6). 13C{*H} RMN (CDCls, 100.6 MHz): &
>.‘_pd_'£< 166.27-166.14 (t, 2C, 2Jp.c= 26 Hz, C2), 156.95 (s,
a0 1C, C4), 119.63 (s, 1C, C1), 94.51-94.36 (t, 2C, 3Jp-
M.CM1.1HZ:)§.I§63':=29I;:0I c= 30 Hz, C3), 28.89-28.66 (t, 4C, Jp-c= 46 Hz, C5),
17.25 (s, 4C, C6), 16.68 (s, 4C, CB). 3'P{'H} RMN
(CDCl3, 162.1 MHz): & 188.54 (s). IR (ATR, Vem™):
3265 (OH), 1574 (C=Carom). EM (FAB*; m/z): 498

[M*-H].
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C,oH39C105P,Pd
M.M.= 555.369 g/mol

C3oH,3CIO;P,Pd
M.M.= 635.329 g/mol

Compuesto 2

Sélido blanco. Rendimiento 32.4%. 'H RMN (CDCls,
500 MHz): 8 6.12 (s, 2H, H3), 1.44-1.41 (t, 36H, 3Jp-
H= 7.5 Hz, H6). 13C{*H} RMN (CDCls, 125.75 MHz):
0 167.05-166.96 (t, 2C, 2Jp-c= 22.5 Hz, C2), 156.08
(s, 1C, C4), 120.73 (s, 1C, C1), 94.07-93.95 (t, 2C,
3Jp.c= 30 Hz, C3), 39.62-39.50 (t, 4C, Jp-c= 30 Hz,
C5), 27.66 (s, 12C, C6). *'P{*H} RMN (CDClIs,
202.54 MHz): 8 193.86 (s). IR (ATR, vem™): 3363
(OH), 1577 (C=Carom). EM (FAB™*; m/z): 554 [M*-H].

Compuesto 3

Sélido blanco. Rendimiento 16.4%. 'H RMN
(DMSO, 500 MHz): & 7.90-7.87 (dt, 8H, 3Ju-n=5 Hz,
H7), 7.67-7.61 (m, 12H, H6,8), 6.31 (s, 2H, H3).
13C{IH} RMN (DMSO, 125.75 MHz): & 164.49-
164.37 (t, 2C, ?Jp-c= 30 Hz, C2), 160.05 (s, 1C, C4),
133.32-132.92 (t, 4C, Jpc= 105 Hz, C5), 131.59-
131.46 (t, 8C, 3Jpc= 37.5 Hz, C7), 129.88 (s, 12C,
C6,8), 120.00 (s, 1C, C1), 96.00-95.88 (t, 2C, 3Jp-c=
30 Hz, C3). 3P{*H} RMN (DMSO, 202.54 MHz): &
143.88 (s). IR (ATR, veml): 3264 (OH), 1571
(C=Carom). EM (DART*; m/z): 599 [M*-H, CI].
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M.M.= 653.429 g/mol

Compuesto 1Naf

Sélido blanco. Rendimiento 66.6%. *H RMN (CDCls,
400 MHz): & 9.02-9.00 (d, 1H, 3Jx-H= 8 Hz, H16),
8.41-8.39 (d, 1H, 3Jn-H= 8 Hz, H9), 8.10-8.08 (d, 1H,
3JuH= 8 Hz, H11), 7.93-7.91 (d, 1H, 3Jnn= 8 Hz,
H13), 7.66-7.62 (t, 1H, 3Ju-v= 8 Hz, H15), 7.57-7.54
(t, 2H, 3JnH= 6 Hz, H10,14), 6.57 (s, 2H, H3), 2.53-
2.43 (m, 4H, J= 8 Hz, H5), 1.43-1.37 (dc, 12H, 3Je-
H= 32 Hz, 3Jun= 8 Hz, H6), 1.35-1.29 (dc, 12H, 3Jp-
H= 32 Hz, 3J4.n= 8 Hz, H6). *C{*H} RMN (CDCls,
100.6 MHz): & 165.92-165.79 (t, 2C, 2Jp-c= 26 Hz,
C2), 165.58 (s, 1C, C7), 151.11 (s, 1C, C4), 134.38
(s, 1C, C11), 133.93 (s, 1C, C9), 131.64 (s, 1C,
C12), 131.18 (s, 1C, C17), 130.91 (s, 1C, C15),
128.81 (s, 1C, C8), 128.74 (s, 1C, C13), 128.19 (s,
1C, C14), 126.45 (s, 1C, C16), 125.71 (s, 1C, C10),
124.55 (s, 1C, C1), 100.57-100.42 (t, 2C, 3Jp-c= 30
Hz, C3), 29.00-28.77 (t, 4C, Jp-c= 46 Hz, C5), 17.29
(s, 4C, C6), 16.74 (s, 4C, C6). 3'P{*H} RMN (CDCls,
162.1 MHz): & 189.57 (s). IR (ATR, veml): 1738
(C=0), 1570 (C=Carom). EM (FAB*; m/z): 652 [M*-
H].
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C;3H,45CI04P,Pd
M.M.=709.537 g/mol

Compuesto 2Naf

Sélido blanco. Rendimiento 61.63%. 'H RMN
(CDCls, 500 MHz): & 8.96-8.94 (d, 1H, 3Jn+= 10 Hz,
H16), 8.33-8.32 (d, 1H, Jun= 5 Hz, H9), 8.03-8.01
(d, 1H, 3Jun= 10 Hz, H11), 7.86-7.84 (d, 1H, 3Ju-n=
10 Hz, H13), 7.58-7.55 (t, 1H, 3Jn-H= 7.5, H15), 7.51-
7.47 (m, 2H, H10,14), 6.51 (s, 2H, H3), 1.39-1.36 (t,
36H, 3Jp.n= 7.5 Hz, H6). 3C{'H} RMN (CDCls,
125.75 MHz): & 165.61-165.52 (t, 2C, 2Jp.c= 22.5
Hz, C2), 164.55 (s, 1C, C7), 149.74 (s, 1C, C4),
133.30 (s, 1C, C11), 132.87 (s, 1C, C9), 130.60 (s,
1C, C12), 130.12 (s, 1C, C17), 127.67 (s, 1C, C15),
127.11 (s, 1C, C8), 125.81 (s, 1C, C13), 125.39 (s,
1C, C14), 124.86 (s, 1C, C16), 124.69 (s, 1C, C10),
123.50 (s, 1C, C1), 99.14-99.03 (t, 2C, 3Jpc= 27.5
Hz, C3), 38.72-38.60 (t, 4C, Jr.c= 30 Hz, C5), 26.62
(s, 12C, C6). 31P{IH} RMN (CDCls, 202.54 MHz): &
194.45 (s). IR (ATR, vem): 1740 (C=0), 1570
(C=C). EM (FAB*; m/z): 709 [M*].
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Compuesto 3Naf

Sélido blanco. Rendimiento 64.3%. 'H RMN
(CDCls, 500 MHz): 8 9.00-8.99 (d, 1H, 3Jn+= 5 Hz,
H18), 8.42-8.41 (d, 1H, 3Jnn=5 Hz, H111), 8.11-
8.09 (d, 1H, 3Jn+= 10 Hz, H13), 8.01-7.97 (dt, 8H,
33u.4= 5 Hz, H7), 7.93-7.91 (d, 1H, 3Jn+= 10 Hz15),
7.65-7.62 (t, 1H, 3Ju-v= 10 Hz, H17), 7.58-7.55 (t,
2H, 3Jnn= 7.5 Hz, H12,16), 7.52-7.48 (m, 12H,
H6,8), 6.76 (s, 2H, H3). 3C{'H} RMN (CDCls,
125.75 MHz): 6 165.61 (s, 1C, C9), 164.29-164.16
(t, 2C, 2Jp.c= 32.5 Hz, C2), 151.67 (s, 1C, C4),
134.51 (s, 1C, C13), 133.93 (s, 1C, C11), 133.19-
132.78 (t, 4C, Jpc= 102.5 Hz, C5), 132.20 (s, 2C,
C14,19), 131.80-131.67 (t, 8C, 3Jp.c= 32.5 Hz, C7),

C41H29C|04P2Pd 2 —
M.M.< 789.497 gimol 131.31 (s, 1C, C17), 129.07-128.99 (t, 12C, 2Jpc=

20 Hz, *Jpc= 20 Hz, C6,8), 128.75 (s, 1C, C10),

128.27 (s, 1C, C15), 126.49 (s, 1C, C16), 125.70 (s,
1C, C18), 125.59 (s, 1C, C12), 124.55 (s, 1C, C1),
101.97-101.84 (t, 2C, 3Jp-c= 32.5 Hz, C3). 3P{H}
RMN (CDCls, 202.54 MHz): & 145.45 (s). IR (ATR,
Vem?): 1732 (C=0), 1573 (C=C). EM (FAB*; m/z):
788 [M*-H].

6.5 Evaluacion citotoxica

La evaluacién citotoxica de los compuestos fue realizada en el laboratorio de
pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica de la UNAM. Los compuestos 1, 2, 3,
1Naf 2Nafy 3Naf ge cyltivaron in vitro contra lineas celulares de cancer glia de sistema
nervioso central (U251), prostata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT), mama
(MCF-7) y pulmén (SKLU-1) y una linea celular de rifibn de mono no cancerosa
(COS7). Las lineas celulares fueron suministradas por el Instituto Nacional de

Cancerologia de los Estados Unidos de América (NCI). La citotoxicidad se
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determiné utilizando el colorante de unién a la proteina sulforodamina B (SRB) en
un ensayo de microcultivo para medir el crecimiento celular, como se describe en la
literatura.®* Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 10,000 unidades/mL de
penicilina G de sodio, 10,000 pg/mL de estreptomicina sulfato, 25 pg/mL de
anfotericina B (Gibco) y 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco). Se mantuvieron
a 37°C en atmosfera humidificada con 5% de COq. La viabilidad de las células

utilizadas en los experimentos supera el 95% segun se determin6 con azul tripan.

La citotoxicidad después del tratamiento de las lineas celulares con los compuestos
de prueba se determin6 usando el colorante sulforodamina B (SRB) en un ensayo
de microcultivo para medir el crecimiento celular. Las células fueron retiradas del
matraz de cultivo tisular mediante tratamiento con tripsina y se diluyeron con el
medio reciente. De dicha suspension de células se tomaron 100 pL que contenian
entre 5,000-10,000 células las cuales se pipetearon en una microplaca de 96
pocillos y el material se incub6 a 37°C durante 24 h en una atmdsfera de CO: al 5%.
Posteriormente, se afadieron a cada pocillo 100 pL de una solucién de los
compuestos a analizar diluyendo las cepas. Los cultivos se expusieron durante un
periodo de 48 h con concentracion de 2.5 y 25 uM. Después del periodo de
incubacion, las células se fijaron al sustrato plastico mediante la adicion de 50 pL
de acido tricloroacético acuoso al 50% frio. Las placas se incubaron a 4°C durante
1 h, se lavaron con agua del grifo y se secaron al aire. Las células fijadas con acido
tricloroacético se tifieron mediante la adicion de 0.4% de SRB. La solucion de SRB
libre se eliminé mediante lavados con &cido acético acuoso al 1%. Las placas se
secaron al aire y el colorante unido se solubiliz6 mediante la adicion de 100 pL de
una base no tamponada de tris. Las placas se agitaron durante 10 min y la absorcion

se determin6 a 515 nm usando un detector de placas ELISA (Bio-Tex Instruments).
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55


Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova


[
—zgeiv - 9eroy L0V
: 86'60S
— ~ zzegs L8699
—— 19989 oo
5o — 19608
Ms
—eseco 1670001
= — 10ZELL
— evevzL
—orgzsL— ¢velEl
S 0teeL CO69EL
: siapp SLECYL
—— 900l
— —gzzeSL  9LLEL
— £2'8982 61062
— Ov've6e
- |
o_
o D-C
— p0'€9eE - |
T T I I T T
06 08 0L 09 0S (04

%] erouejiwisued |

3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de onda cm™

3500

4000

Figura 23. Espectro IR del compuesto 2

56


Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova


= o e 1118y
— 6§ c”’ —leees i
0S99 vl v8s
—= — Jgggg LO'WE9
‘ .
S i — £9'889
— €e'GI8
117086
= — — gelol ©8966 i
— bt
- ocsey 88404
€581l
— GE'6E2l
— 55Tl
,\.wgdmﬁl 8T o LowEr i
—soEs, 99 HSH
— 2T'€50e o= | l@
5 O
O a
— vT9ee |
-0
| I T T I T T
00} 06 08 0L 09 0s ov

%] erouejyiwsues |

3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de onda cm™

3500

4000
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Figura 42. Espectrometria de masas del compuesto 3
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Figura 43. Espectrometria de masas y su ampliacion del compuesto 1Naf

78


Ivia Kalinova

Ivia Kalinova

Ivia Kalinova


100

90

70

60

50

40

30

20

Intensity (%)
155

172

129

173

355

372

672

671

673

675

799

713

Figura 44. Espectrometria de masas del compuesto 2Naf
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Figura 45. Espectrometria de masas y su ampliacién del compuesto 3Naf
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Anexo |V
Analisis
cristalografico



Tabla 3. Datos cristalograficos y refinamiento de la estructura del compuesto 2

2
Formula empirica C23H43ClO4P2Pd
Peso molecular (uma) 587.36
Temperatura 100(2)K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen
Z
Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)

Tamarfo de cristal
Rango 0 para la coleccion de datos
Rango de los indices
Reflexiones recolectadas
Reflexiones independientes
Completitud para 0=25.242°
Correccion de absorcion
Max. y min. de transmisién
Método de refinamiento
Datos/restricciones/parametros
Calidad de ajuste a F?
indices R finales [I>2sigma(l)]
indices R (todos los datos)

Diferencia mayor pico/hueco

a=7.8811(2) A a=105.6750(10)°

b=12.5793(4) A 3=93.2300(10)°
c=14.6962(4) A y =103.7140(10)°
1351.45(7) A3
2
1.443 mg/m?
0.929 mm
612
0.202 x 0.182 x 0.141 mm-
1.914 a 25.397°
-9<=h<=9, -15<=k<=15, -17<=I<=17
25014
4972 [R(int)=0.0332]
99.9%
Semiempirica de equivalentes
0.7452 y 0.6949
Minimos cuadrados de matriz completa en F2
4972/1/299
1.060
R1=0.0188, wR2=0.0466
R1=0.0199, wR2=0.0472

0.378y -0.256 . A3
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