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1. Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en Meéxico. EI INEGI registro en el
periodo de enero-junio de 2021, 44 197 muertes a causa de tumores malignos.! A pesar de
que en la actualidad se han identificado un nimero importante de compuestos con efectos
anticancerigenos como cisplatino, carboplatino, oxaliplatino o nedaplatino (Figura 17).2
Desafortunadamente, Estos farmacos han mostrado pérdida de eficacia de las células
tumorales (resistencia) y efectos adversos como alopecia, anemia y nefrotoxicidad.® *
Actualmente, el desarrollo y estudio de nuevos compuestos que puedan mitigar estos
problemas continla. Como parte de esto, el empleo de compuestos tipo pinza como

metalofarmacos en afios recientes, figura como una alternativa prometedora (Figura 1).°
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Figura 1. Compuesto tipo pinza empleado como agente anticancerigeno.

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, los compuestos tipo pinza POCOP-M
fueron reportados en el afio 2000 por Morales, Jensen® y a su vez Bedford’ de forma
independiente, y estos sobresalen por su sencillez de sintesis, estabilidad y bajo costo.
Recientemente el grupo de Morales-Morales ha sintetizado compuestos tipo pinza POCOP-

M con grupos aldehido los cuales han mostrado actividad antibacteriana (Figura 2).2
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Figura 2. Compuesto tipo pinza POCOP-Ni(ll) con actividad antibacteriana.

Este proyecto de investigacion presenta la sintesis y caracterizacion de una serie de nuevos
compuestos tipo pinza POCOP-Ni(Il) m-funcionalizados con aminoalcoholes seleccionados
(etanolamina, 2-amino-1-propanol, amino-2-propanol) como una propuesta de posibles

metalofarmacos anticancerigenos.



2. Antecedentes

2. 1 Compuestos tipo pinza

Los compuestos tipo pinza fueron reportados por primera vez a mediados de los afios 70
por Moulton y Shaw® y fueron definidos posteriormente como ligantes pinza por van Koten
en 1989.1° Su estudio al principio era mera curiosidad; sin embargo, a principios de este
siglo, la investigacion de estos compuestos ha tomado una gran importancia debido al
descubrimiento de su inusual estabilidad térmica y en disolucion (la mayoria persistiendo
sin una aparente descomposicion por encima de los 200 °C),'! asi como sus interesantes

propiedades cataliticas y citotoxicas.

La estructura de los compuestos tipo pinza (Figura 3) muestra una union tridentada hacia un
centro metalico, formada por dos enlaces heteroatomo-metal a través de dos grupos
donadores (D) y un enlace tipo ¢ meridional carbono-metal (E-M), aunque también es
comun el empleo de heteroatomos como N y Si.*2 13 Las modificaciones sobre la estructura

permiten variaciones sobre las propiedades estéricas y electronicas del centro metalico.**

Esqueleto aromatico con
diferentes grados de sustitucion

Sus variaciones permiten \ - "»?;. /
modulaciones estéricas. rl S 1|
]
| . -
,/’1\ Modulacion del tamano del
]F ;? PR brazo
Grupos donadores ey D—M—D Sus variaciones permiten
L . | varlaciones electronicas,
Su variaciéon permite L iy o
. - n estéricas v quirales.
modulaciones estéricas ! ' J

Cavidad de coordinacion del
centro metalico

Punto de generacion de nuevos sitios
de coordinacion

Figura 3. Estructura general de un compuesto tipo pinza.



Esta estructura base de los compuestos tipo pinza permite una amplia variedad de

modulaciones en sus componentes:

A: Dependiendo de la naturaleza electron atractora 0 electrén donadora de los grupos, es
posible hacer modulaciones tanto electronicas asi como estéricas (modificando el tamafio

del brazo).

D: El tamafio de los sustituyentes puede modular el efecto estérico, dependiendo de su
caracter electron-donador o electron-atractor se pueden modificar las propiedades
electrénicas. La naturaleza asimétrica de los atomos donadores puede propiciar
hemilabilidad en el compuesto.

R: Permite modulaciones electronicas, asi como la generacion de sitios de anclaje a una

matriz o soporte.

La formacion de los enlaces entre los grupos donadores y el enlace 6 meridional (E-M) con
el centro metélico genera dos metalociclos, donde la posicion del grupo D con respecto al
atomo E determina el tamafio de éste. Generalmente la posicion del grupo D con respecto al
atomo E es 1,4 lo cual genera metalociclos de cinco miembros (Figura 4, compuestos a y
b), también son posibles otras variaciones como las posiciones 1,5 que generan

metalociclos mas extensos (Figura 4, compuestos c, d).
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Figura 4. Ejemplos de diversos compuestos tipo pinza.'6: 1% 1718

2.1.1 Influencia del grupo donador D

La formacion del enlace ¢ carbono-metal depende en gran medida de los grupos donadores
ya que ellos son los primeros en coordinarse al centro metalico. La teoria de Acidos y Bases
Duros y Blandos de Pearson®® juega un papel importante en predecir la eficacia de la
interaccion de estos con el centro metalico, para asi facilitar la formacion del enlace o

carbono-metal.

Se observan en general buenas interacciones entre metales de transicion de alta valencia
con grupos donadores de centros duros (RO°, ArO, RsN). A su vez los metales
considerados blandos (Ru, Rh, Pd, Os, Ir, Pt) se enlazan de una manera méas favorable con
grupos donadores blandos (fosfina, sulfuros). Este comportamiento no es definitivo, por lo

que se pueden encontrar interacciones donador blando-metal duro y viceversa.'® 2°



2.1.2 Sintesis de compuestos tipo pinza

Los compuestos tipo pinza exhiben diversas rutas de sintesis en funcion principalmente de
la naturaleza del centro metalico, los grupos donadores y el &tomo responsable de formar el

enlace tipo 0.2 Las vias de sintesis mas cominmente utilizadas se enlistan a continuacion.

Ciclometalacion: conlleva la activacion directa de un enlace C-H.%

0 0 - > 0 0 + HCl

| | |
Ph,P PPh, Tolueno Ph,P—Ni—PPh,
|

Cl

Figura 5. Ruta de sintesis a través de ciclometalacion.

Adicion oxidante: Se lleva a cabo con un precursor metalico en bajo estado de oxidacion y

el ligante tipo pinza.?

Adicién oxidante
HO OH + [Pd(PPh3),] _____ o HO OH + 2 PPh,

I CH,ClL, Ph;P—Pd—PPh;
|
1

Tolueno 2 PPh,Cl

0 0  + 2HCI + 2PPh,
| |
Ph,P—Pd—PPh,
|
I

Figura 6. Ruta de sintesis a través de adicion oxidante.

Transmetalacion: Se produce primeramente llevando a cabo una litiacion al compuesto
tipo pinza para después hacer la respectiva transmetalacion con el precursor metalico a

trabajar. Este método es especialmente efectivo en ligantes tipo pinza NCN.?*



: -RH
H,C CH +RLi — 5 H,C CH, + [Ru(PPh;),Cl,]

| |
E60 Me,N  Li  NMe,

THF Transmetalaciéon

H,C CH, + LiCl
|
Ph,P—Ru—PPh,
/\
cl' PPh,

Figura 7. Ruta de sintesis de compuestos PCP- Ru(ll) a través de transmetalacion.

El proceso de ciclometalacién utilizando niquel, por ejemplo, ocurre casi 5 veces mas
rapido en los ligantes del tipo PCP que en los del tipo POCOP; a su vez los esqueletos
aromaticos reaccionan casi 100 veces mas rapido que sus analogos alifaticos (sp?>sp®). La
preferencia por parte de los sistemas PCP para realizar el proceso de metalacion esta
relacionado al efecto quelato por parte del grupo donador fosfina en comparacion al grupo

fosfinito, ya que éste tiene un caracter mas electroatractor.?®

2.2 Compuestos pinza asimétricos

Los compuestos tipo pinza permiten una modulacion mas fina del entorno electrénico del
centro metalico a través de la introduccion de ligantes no simétricos. Estas modificaciones
en dureza-blandura de los grupos donadores permite variaciones interesantes en el

comportamiento quelante influyendo directamente en la reactividad del centro metalico.?

Los compuestos tipo pinza se pueden clasificar de acuerdo con la posicién donde sucede la

asimetria;



X X
. P
N | X N
R,N P'Bu, _N PR,

Ph,P P'Bu, Ph,P PiPr,
1. Asimetria con grupos donadores 2. Asimetria con sustituyentes en grupos
(D) diferentes donadores (D) diferentes
PR PR
PhZP PPh2 Ph,P PPh, 2 R,P N T
3. Asimetria con diferentes grupos A 4. Asimetria con diferentes

longitudes en grupos D

(0) (0] (o) (0]

| | | |
R,P PR, Ph,P PPh,

5. Asimetria con grupos R diferentes

Figura 8. Ejemplos de ligantes de compuestos tipo pinza con diferentes asimetrias.?

Los compuestos pinza asimétricos son capaces de combinar caracteristicas de sus
predecesores simétricos. Esto se puede observar en el compuesto pinza asimétrico POCN,
el cual puede ser obtenido a través de una ciclometalacion, tal como compuestos PCP y a
diferencia NCN los cuales generalmente son sintetizados a través de la ruta de
transmetalacion.?’ Sin embargo, su preparacion es complicada ya que los métodos de
obtencion de estos compuestos conllevan muchos pasos, haciendo su obtencion

complicada® (Figura 9).



(o} NR, R, P(iPr),
I

' on  HNRy NaBH, OH (Pr),PCl, EtN, o
’ + HzO '
MeOH, -5 °C, 2h THEF, 0-5 °C, 1h

NR,
NR2 = NMez, NEtz, N [0) Ni-Br Et3N, NiBrz
__/ -
0-P(iPr), Benzeno, 60 °C

Figura 9. Sintesis de compuestos pinza POCN.%

Un atractivo de esta clase de compuestos es su efectividad en catélisis, mostrando muchas
veces una mayor efectividad a la de sus analogos simétricos. Un ejemplo es el compuesto
tipo pinza PSCOP-Ni(11) (f) reportado por el grupo de Morales-Morales en 2018, el cual
produce un mayor rendimiento en reacciones de tiolacion de yodobenceno (99 %), que su
analogo POCOP-Ni(ll) (e), reportado igualmente por Morales-Morales en 20062% (86 %)
(Figura 10).

I @\ S 0.3 mol % S
+ P
Zn, DMF

O—PPh, S—PPh,
Ni—Cl Ni—Cl

O—PPh, O—PPh,
e f

Figura 10. Reaccion de acoplamiento C-S catalizada por compuestos pinza simétricos y
asimetricos.

La asimetria generada en la posicion meta se ha observado gque también juega un papel
importante en compuestos pinza aplicados como catalizadores. En el afio 2021 el grupo de

Morales-Morales presentd compuestos pinza asimétricos utilizando fragmentos benzotiazol
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y bencimidazol. Estos mostraron una mayor eficiencia en la reaccion de formacién de
arilcetonas, logrando rendimientos de 98 %, 96 %, (para g y h, respectivamente) lo cuales
son superiores al 25.8 % logrado por su analogo simétrico i.%° (Figura 11).

o [Ni] (1 mol%) o

H HO/ t
Cs,COj3, Disolvente, 8h
(I) l (6]
|
>*P—Ni—)l’:<

(tPr)zP—Nl—P(tPr)z

Cl

g.X=5 i. [NiCI{CgH3(OPPry),}]
h. X=NH

Figura 11. Catalisis de reaccion de formacion de diarilcetonas.

2.3 Compuestos pinza PCP

Los compuestos tipo pinza como se han mencionado previamente tienen importantes
caracteristicas cataliticas. Dentro de la amplia variedad de compuestos considerados como
pinza, los compuestos PCP reportados en 1976 por Moulton y Shaw?®, tienen un principal
interés ya que han mostrado ser eficientes en diversas reacciones como Suzuki-Miyaura,
Heck-Mizoroki, acoplamientos carbono-azufre coordinados a centros metalicos del grupo
10 (Ni, Pd, Pt),3% 22 alquilacion de aminas aromaticas con alcoholes primarios
principalmente coordinados a centros metalicos de Cu,* deshidrogenacion de alcoholes
coordinados a centros metalicos de Ir®® y para procesos de transferencias de hidrégeno

coordinados a centros metalicos de Ru.3*

11



tBuzP—l\l/[—PtBuz
Cl

Figura 12. Estructura general de compuestos pinza PCP sintetizados por Moulton y Shaw.®

La obtencién de esta clase de ligantes plantea la reaccion de tipo Sn2 entre 1,2-
bis(bromometil)benceno y una fosfina RoPH, obteniéndose como subproducto HBr. Esta
ruta esta favorecida para grupos fosfina ricos en electrones.® En el afio 2005 van Koten y
colaboradores, proponen una ruta de sintesis que conlleva el uso de precursores tipo
Grignard y fosfinas de tipo RoPX® (Figura 13). La activacion del enlace C-H en ambos

casos implica el empleo de temperatura.

X
R,PH, base
X
PR,
-MgCIX
MgCl

Figura 13. Dos rutas de sintesis cominmente aplicadas para compuestos pinza tipo PCP.

2.4 Compuesto tipo pinza POCOP

Los compuestos POCOP, tambien llamados bifosfinitos, fueron sintetizados por primera
vez por Morales-Morales, Jensen® y a su vez Bedford’ de forma independiente en el afio
2000. La estructura de un compuesto POCOP, se basa en atomos de oxigeno como puntos

de union (A) a los atomos electrodonadores de fosforo (D), ademas de un enlace covalente

12



central carbono-metal. Esta clase de compuestos pinza muestra una gran efectividad como
catalizadores en reacciones de acoplamiento de Heck-Mizoroki, Suzuki-Miyaura, Negishi,
a-arilacion de cetonas, deshidrogenacion de alcanos, ariltiolacion entre otras, afiadido a la
sencillez en su sintesis los hace extremadamente atractivos. Esta consiste principalmente
en el uso de un diol o un derivado de resorcinol al cual se adicionan 2 equivalentes de base
y 2 equivalentes de R2PX (R= i-Pr¥’, t-Bu??, Ph’). La metalacion se ve favorecida con el
caracter blando de los atomos donadores de fosforo que permiten mas facilmente la
formacion de quelatos con metales como niquel, paladio, platino, iridio, rodio, rutenio,

entre otros.

0O-PR O-PR
- OH ) Eq. Base, 2 Eq. R,PX, ,_< 2 MX 7 | 2
/,/ \ /// 2 /s
% [ [ C_M_X
ﬁ;_’__ CH ** s CH - /,;_:_< |
R R R
OH -2 BHX O-PR, -HX O-PR,

**Tolueno 6 THF a Reflujo

Figura 14. Sintesis de compuestos tipo pinza POCOP.3®

Zargarian y colaboradores propusieron en 2013 una ruta de sintesis mas afin a la quimica
verde la cual consiste en el empleo del niquel metélico, resorcinol y CIPR: el cual elimina
el uso de bases. La formacion del ligante POCOP libera como subproducto HCI el cual
reacciona con niquel metédlico formando NiCl> que al reaccionar con el ligante POCOP

genera el producto esperado®’.

/@\ + NI (polvo) 2.1 CIPG-Pr);
HO OH 0 %

MeCN | |
-HCI -H, (i-Pr)zP—l‘{i—P(i-Pr)z

Cl

Figura 15. Ruta alternativa de sintesis de compuestos tipo pinza POCOP.
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2.5 Cancer y metalofarmacos

El cancer es una enfermedad en la que algunas de las células del cuerpo crecen sin control.
Normalmente las células se multiplican cuando el cuerpo lo requiere, muriendo cuando se
dafian o cuando ya no son necesarias, sin embargo, en un caso de un cuadro de cancer este
proceso es defectuoso, creciendo demasiado rapido y muriendo de manera anormal. Este
cuadro atipico desencadena frecuentemente la formacién de tumores, ademas de existir la
posibilidad de migracion de las células cancerosas hacia otro tejido u érgano a través del

sistema circulatorio y/o linfatico (metastasis), empeorando la condicion del paciente.3 4041

Esta enfermedad genética afecta generalmente a tres tipos de genes los cuales son: los
protooncogenes, los genes supresores tumorales y los genes de reparacién de ADN, estos
tienen un rol primordial en la formacion, multiplicacion y reparacion de las células.*? Los
cambios genéticos que pueden derivar en cancer pueden ser desarrollados tanto por factores
hereditarios asi como pueden ser “potenciados” por circunstancias externas como: un alto
consumo de alcohol y/o tabaco, una alta exposicion a quimicos como benceno, alto
consumo de alimentos procesados, una baja actividad fisica, obesidad, exposicion a

radiacion, entre otros.*% 4

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la principal causa de
muerte en el mundo. En 2020 se adjudicaron casi 10 millones de defunciones a esta
enfermedad, donde los principales tipos de cancer fueron: pulmén (1,8 millones de
defunciones), colorrectal (916 000 defunciones), hepatico (830 000 defunciones), gastrico
(769 000 defunciones) y mama (685 000 defunciones).*

El tratamiento que recibira el paciente dependera del tipo de cancer y del progreso de este.

Dentro de los principales tratamientos podemos encontrar:3® 44

e Cirugia para extraer el tumor.
e Radioterapia, donde se usan altas dosis de radiacion para destruir células cancerosas

y reducir tumores.
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e Quimioterapia, que usa farmacos para destruir a las células cancerosas.

Los metalofarmacos son una clase de profarmacos los cuales generalmente se activan via
sustitucion de ligante o reacciones oxido-reduccion. Estos son principalmente aplicados
como anticancerigenos y antimicrobianos.*> ¢ Uno de los metalofarmacos que mejores
resultados han mostrado como anticancerigeno es el cis-diaminodicloroplatino(ll),
conocido cominmente como cisplatino (Figura 17). Este compuesto fue sintetizado por
primera vez en 1844 por el quimico italiano Michele Peyrone*’; sin embargo, no fue hasta
1965 cuando Barnett Rosenberg y colaboradores demostraron sus propiedades como
inhibidor de division celular en Escherichia coli*® y ,finalmente, la FDA (Food and Drug

Administration) aprobd su uso en 1978 para tratamiento de cancer de ovario y vejiga.* >

El mecanismo de accion del cisplatino aun no esta completamente esclarecido, sin
embargo, en un sentido general se sabe que la activacion de cisplatino para su entrada en el
citoplasma, implica el desplazamiento de los atomos de cloro por moléculas de agua, el
enlace selectivo del cisplatino 1,2 intracadena hacia las bases puricas guanina
principalmente, desencadena el blogueo de la replicacion celular, provocando apoptosis
(Figura 16).°!

Pt Cisplatino
Cl NH;

u H0, - Cr

NH,
H,o\ y
Pt
AN
cl NH

3

Figura 16. Mecanismo de accion de cisplatino.>?
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A partir de estos descubrimientos el platino ha tenido protagonismo en el desarrollo de
metalofarmacos a lo largo de los afios, desarrollandose compuestos como el carboplatino(
el cual fue aprobado por la FDA en 1989, cominmente aplicado para el tratamiento de
carcinoma ovarico), oxaliplatino (aprobado en 2002, aplicado para el tratamiento de cancer
colorrectal) y nedaplatino (el cual fue aprobado en Japon desde 1996 y es habitualmente

aplicado en tumores pequefios en zonas como cuello y cabeza) (Figura 17).%

H3N,  (Cl
Pt
HNT Y
Cisplatino
H,
0]
N\ /O H3N\ (0] O
Pt Pt
,,IN/ \O y; o
H, (0] H;N
Oxaliplatino Nedaplatino

Figura 17. Compuestos derivados de platino con actividad anticancerigena.

No obstante, estos compuestos aun presentan efectos no deseados la alopecia, anemia y
nefrotoxicidad y se ha observado generacion de resistencia de las células tumorales.>* Esto
ha llevado a los investigadores a continuar con el desarrollo de nuevos metalofarmacos.

Actualmente compuestos como KP46 y KP1339 se encuentran en pruebas clinicas (Figura
18).54’ 55, 56
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Figura 18. Metalofarmacos en pruebas clinicas

2.5.1 Compuestos tipo pinza con actividad anticancerigena

Las interesantes caracteristicas cataliticas que los compuestos pinza poseen, han provocado
en los ultimos afios que los investigadores presten interés en las posibles aplicaciones que
estos pueden tener como metalofarmacos.>’ Che y colaboradores han reportado compuestos
tipo pinza CNN-Pt(1l) (j) y CNC-Au(lll) (k) con citotoxicidad mayor a cisplatino en las

lineas celulares HeLa (cancer cervical) y HepG2 (céancer de higado).%® 5°

+ +
i} N -
PF, | OTf
L
X
B — ] B \—/ ]
J k

Figura 19. Compuestos tipo pinza con actividad citotoxica.
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2.5.1.1 Compuestos tipo pinza de Ni(ll) aplicados como anticancerigenos

La aplicacion de compuestos tipo pinza de Ni(ll) como metalofarmacos altamente
selectivos a lineas cancerigenas, resulta idénea debido a la abundancia y bajo costo de este
metal. Milenkovi¢ y colaboradores reportaron el compuesto tipo pinza PNO-Ni(ll) I, con
una actividad citotéxica hacia lineas de K562 (leucemia) (ICso = 14.4 £ 3.7 uM) similar a
cisplatino (ICsp = 13.0 = 1.8 uM).®® A su vez los compuestos m (a,b,c) reportados
igualmente por Milenkovi¢ resultaron mas activos contra células HelLa (cancer cervical)
(ICso = 8.10 £ 3.69 uM, 9.33 £ 1.87 uM, 7.27 £ 1.80 uM) que el compuesto | (45.2 + 0.9
uM). Pequefios cambios en la estructura del compuesto m mostraron significativas
diferencias en la actividad bioldgica de los compuestos 1.°* EI compuesto n PNP-Ni(ll)
presentado por el grupo de investigacion de Mohammadnezhad ha mostrado capacidad para
generar muerte celular en lineas celulares cancerosas MCF-7 (cancer de mama) (ICso = 58.2
uM) mayor que el cisplatino (ICso = 67.0 pM).%? También, el compuesto pinza ONO-Ni(l)
fi reportado por Li y colaboradores, adicionando el fragmento trifenilfosfina mostro
actividad citotoxica (ICso = 9.8 uM) superior a la reportada por cisplatino (ICso = 15.3 uM)

contra lineas celulares MCF-7 (cancer de mama) (Figura 20).%3

H
N /N N /N
\ \>/0\/ NN ANspy R=NCO
1\|Ii—0 1\|1i_0 (2) R=NCS
Ph Ph B)R=N;,4
ph 3 ph R
1 m
H tar-
(\N/> DN N- \
' l
Ni :
ph €1 pn PPh;
n n

Figura 20. Compuestos pinza de Ni(ll) con actividad citotoxica.

18



La incorporacion de fragmentos de interés biologico y de facil obtencion en los compuestos
pinza, es una de las alternativas que ha llamado importantemente la atencion de los
investigadores en los Gltimos afios. En este aspecto las bases de Schiff,®* se muestran como
una alternativa promisoria. Estos compuestos nitrogenados estructuralmente similares a un
aldehido o una cetona (Figura 21), se sintetizan principalmente a través de una reaccion de
condensacion de una amina primaria con un aldehido o una cetona, catalizada por un &cido
(Figura 22).%° Estos compuestos también Ilamados iminas o azometinos® presentan una
importante actividad antiviral, antifingica y antibacteriana.®* ¢’ La presencia de las bases
de Schiff bioactivas se puede encontrar en biomoléculas y derivados tanto de origen natural

como sintéticos (Figura 23).5° 68 69

/
RZ

R!, R? = alquilo, arilo y/o H
R3= alquilo o arilo

Figura 21. Estructura general de una imina (base de Schiff).”®

.R
O + N
I v I + H
/C\ 5 + HzN_R ~ 1/(j\ ) 20
Rl

Figura 22. Reaccion de formacion de bases de Schiff.
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Figura 23. Ejemplos de bases de Schiff bioactivas.
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

La incorporacion de grupos imina derivados de aminoalcoholes en la posicion meta del
anillo aromatico principal de los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll), podria generar

productos con una buena actividad citotoxica sobre diferentes lineas celulares cancerigenas.

3.2 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll) m-funcionalizados con

aminoalcoholes y evaluar su actividad citotdxica en diversas lineas celulares cancerosas.

3.3 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll) (precursor), a
través de una reaccion de condensacion entre 2,4-dihidroxibenzaldehido e

isopropilamina.

e Sintetizar y caracterizar los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll) (R = iPr, tBu),

incorporando en su estructura un grupo aldehido en posicién meta.

e Sintetizar y caracterizar los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(Il) funcionalizados
en la posicion meta a través de una reaccion de condensacion entre el grupo

aldehido y etanolamina, 2-amino-1-propanol y amino-2-propanol.

e Evaluar la actividad anticancerigena de los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(II)

frente a diversas lineas celulares.
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4. Resultados y discusion

En este capitulo se muestra la sintesis y caracterizacion del compuesto L1, mismo que se
us6 como precursor para la sintesis de los compuestos pinza 1-Ni, 2-Ni. Adicionalmente, se
obtuvo un subproducto 3-Ni como un producto de adicion y por ultimo se obtuvieron los
productos finales m-funcionalizados con aminoalcoholes (4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-
Ni), presentandose sus respectivos resultados de RMN de H, B¥C{*H}, 3P{‘H},
espectrometria de masas utilizando la técnica de ionizacion de FAB®, espectroscopia
infrarroja por la técnica ATR vy pastilla (uilizando KBr), analisis elemental y punto de
fusién, segin sea el caso. Adicionalmente se presentan en capitulos posteriores los
resultados de difraccion de rayos X de monocristal (capitulo 5) y evaluacién citotdxica
(capitulo 6). Los espectros individuales de RMN de H, BC{*H}, 3P{H}, COSY, HSQC,
HBMC de cada compuesto se encuentran en la seccion de Anexos, asimismo todos los

valores de constantes de acoplamiento se encuentran en el capitulo 8 Seccion Experimental.

4.1 Sintesis y caracterizacion del precursor L1

El precursor L1 fue sintetizado a través de una reaccion de condensacion utilizando un
equivalente de 2,4-dihidroxibenzaldehido con un equivalente de isopropilamina y acido

acético como catalizador en etanol a 78 °C, obteniendo un rendimiento de 95 %.

PN

0) J\ |
o HO OH

HO OH EtOH 1 h, 78°, CH;COOH

Figura 24. Sintesis de precursor L.

El espectro de FT-IR (Figura 25) mostr6 la presencia de los grupos hidroxilo O-H a una

frecuencia de 3437 cm?, también fue posible observar la banda caracteristica de
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estiramiento C=N del grupo imina en 1639 cm™, el cual se ajusta al intervalo cominmente
informado para este grupo (1645-1614)"* y difiere de la sefial de tension de grupo aldehido
C=0 (1627) de 2,4-dihidroxibenzaldehido."

<

L

OH

% T

3437 (OH) L

1639 (C=N)

4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 25. Espectro de FT-IR de L.

Mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H (Figura 26) se pudo observar la sefal
caracteristica (singulete) correspondiente al hidrégeno del fragmento imina H7 a un
desplazamiento (8) de 8.34 ppm. Asimismo fue posible observar las sefiales del doble de
dobles H5 a 6.25 ppm 3J = 8.4 Hz, 4] = 2.3 Hz, el cual se genera por el acoplamiento con
H4 y H1. Por otro lado, la zona alifatica unida al 4&tomo de nitrégeno se encontré un
septuplete para H8 en 3.55 ppm (3J = 6.3 Hz) y un doblete a 1.21 ppm (3J = 6.4 Hz)
correspondiente al hidrégeno H9 (Figura 26 y 27). La ausencia de la sefial del grupo
aldehido (5 de 10.0-9.7 ppm)”® de la 2,4-dihidroxibenzaldehido indica que se dio una

conversion efectiva al producto deseado.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H del compuesto L1. DMSO-dg, 25°C, 500 MHz.
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Figura 27. Ampliacion espectro de RMN de *H del compuesto L1. DMSO-dg, 25°C, 500

MHz.

La caracterizacion por RMN de 3C{*H}, el espectro del compuesto L1 (Figura 28) mostrd

la sefial correspondiente para el carbono del grupo imina C7 a un 6 de 162.70 ppm y la

ausencia de la sefial del grupo carbonilo, confirmando la formacion del ligante. Los

carbonos de la zona aromatica fueron asignados con apoyo de experimentos HSQC y
HMBC (Ver Anexos, Figura 78 y 79), encontrandose estos entre 165.92 ppm y 103.15

ppm. Los carbonos de la zona alifatica unida al atomo de nitr6geno del grupo imina se

encontraron entre 57.47 ppmy 24.42 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN de *C{*H} del compuesto L1, DMSO-dg, 25°C, 125.76
MHz.

Por Gltimo, la espectrometria de masas por la técnica FAB™ aplicada a L1 (Figura 29)
confirmé el ion molecular protonado (cuasimolecular) [M+H]", con una relacion masa
carga 180 m/z, siendo también el pico mas estable (pico base); adicionalmente, fue posible
observar en 154 m/z el pico correspondiente a la matriz protonada (alcohol-3-

nitrobencilico).”
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4.2 Sintesis y caracterizacion de los compuestos 1-Ni, 2-Ni y 3-Ni

Sintetizado el precursor L1, el cual contiene en su estructura un fragmento isopropilo que
actuara como un grupo protector de la imina, haciéndolo menos electropositivo e
impidiéndolo a posibles ataques nucleofilicos. Esto con objetivo de facilitar la reaccion
entre los grupos hidroxilo y la clorofosfina PR2Cl (R = iPr, tBu) obteniendo asi el ligante
tipo pinza. Posteriormente, al reaccionar este producto con NiCl> y realizandose una
hidrélisis por columna cromatogréfica es posible generar los compuestos 1-Ni y 2-Ni los
cuales contienen el grupo aldehido deseado en la posicion meta del anillo principal.
Adicionalmente, durante este proceso fue posible aislar y caracterizar un subproducto 3-Ni,

producto de la adicion del compuesto tipo pinza 1-P sobre el precursor L1" (Figura 30).

B N "

N
N PR,Cl | . -
Et;N H NiCl,
[0} (0] Lo
HO OH Tolueno 24 h, 110° | | Tolueno 24 h, 110° R,P l\lll PR,
PR, PR, Cl
Ly
1-P (R= iPr) 3-Ni
2-P (R= 1Bu)

Columna
Cromatografica

0 0
R,P—Ni—PR,
cl

1-Ni (R=iPr) 3-Ni (R=iPr)
2-Ni (R=1Bu)

Figura 30. Sintesis de los compuestos 1-Ni, 2-Ni y 3-Ni.

Se obtuvieron los puntos de fusion correspondientes para 1-Ni y 2-Ni., Observandose un
valor méas alto en 2-Ni, lo cual posiblemente es debido a que el metilo extra en 2-Ni
propicia interacciones por puente de hidrégeno mas efectivas, esto tomando en cuenta los

resultados cristalograficos presentados por Oviedo-Ortiz, donde observa para 2-Ni una
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interaccion por puente de hidrégeno débil mostrando una distancia 2.532 A entre el
hidrdgeno de un grupo metilo y el &omo de oxigeno del grupo aldehido, en el caso de 1-Ni
se observa una interaccion por puente de hidrogeno debil observandose una distancia 2.630
A entre el hidrogeno de un grupo isotropico y el atomo de cloro.”® Los resultados de los

puntos de fusion y analisis elemental se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos analiticos y fisicos de los compuestos 1-Ni y 2-Ni.

Compuesto P.f. Anal. Elem. Tedrico  Anal. Elem. Observado
(°C) C [%0] H [%0] C [%0] H [%0]
1-Ni 148-151 49.23 6.74 49.37 6.88
2-Ni 234-236 53.16 7.56 53.33 7.64

Los espectros de FT-IR obtenidos para estos dos compuestos (Figura 31) mostraron las
sefiales correspondientes al estiramiento C=O del grupo carbonilo en 1667 cm? y
1689 cm™ respectivamente para 1-Ni y 2-Ni; esta sefial se recorrié alrededor de 30 cm™ a
mayor numero de onda con respecto al precursor (imina), debido a que el enlace necesita
mas energia para su estiramiento. Conjuntamente fue posible observar las sefiales
correspondientes a la tension de hidrdgeno-carbono en el grupo aldehido (O=C-H) en
ambos compuestos en un intervalo de 2810-2736 cm™. De manera similar fue posible
reconocer las sefiales de estiramiento —C-H de los grupos metilo en los sustituyentes de los
fosfinitos en un intervalo de 2965-2825 cm™, asi como las sefiales de estiramiento (P-O) en
un intervalo de 1245-1224 cm™. Las sefiales correspondientes a los grupos hidroxilo que
podrian pertenecer a L1 no se localizaron en ambos espectros lo cual sirve como otro

indicador de una conversién efectiva a los compuestos esperados.
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Figura 31. Espectros FT-IR de los compuestos 1-Ni y 2-Ni.

En los espectros de *H de los compuestos 1-Ni y 2-Ni (Figura 32) pudo observarse la sefial
caracteristica del hidrégeno del aldehido en 10.14 ppm y 10.19 ppm,’® respectivamente.
Esta sefial se encontr6 mas desprotegida comparada con 2,4-dihidroxibenzaldehido (9.92
ppm)’t 7" debido a efectos electronicos que presentan las pinzas una vez formadas. A su
vez fue posible observar en ambos compuestos un par de dobletes correspondientes los
hidrogenos H4 y H5 entre 7.54 ppm y 6.49 ppm, mostrando constantes de acoplamiento

entre 3J= 8.5 Hz y %J= 8.4 Hz. También se localizaron las sefiales correspondientes a los
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grupos iso-propilo y tert-butilo unidos al &tomo de fosforo, observandose que las sefiales de
los hidrégenos de los grupos metilo (H9, H11) y metino (H8, H10) de ambos compuestos,
no fueron equivalentes, presentandose como multipletes debido al acoplamiento con los
atomos de fosforo (Figura 33). Las sefiales ausentes del hidrogeno del grupo imina de L1

corroboran una conversion efectiva a los compuestos esperados.

H9 H11
- Hs HS8 HI10 ‘ |
)
J\ N J J‘I'L ‘ o
H9 H11
H4 HS
o J .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 130 125 120 11.5 11.0 10.5 10.0 95 9.0 85 8.0 7.5 7.0 65 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 32. Espectros de RMN de 'H de los compuestos 1-Ni y 2-Ni. CDCls, 25°C, 300
MHz.
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Figura 33. Ampliacion de la region alifatica en el espectro de RMN de *H de los
compuestos 1-Ni y 2-Ni. CDCls, 25°C, 300 MHz.

El analisis por RMN de *C{*H} para los compuestos 1-Ni y 2-Ni (Figura 34) permitié
observar las sefiales correspondientes al carbono del grupo aldehido caracteristico’ 73 7® en
188.4 y 188.3 ppm, respectivamente. Para la asignacion de sefiales de los carbonos
cuaternarios y aromaticos se recurrié a experimentos HMBC y HSQC (ver Anexos). Las
sefiales correspondientes a los carbonos C6 y C2 los cuales estdn unidos a los grupos
fosfinitos se mostraron como doble de dobles entre 174.42 ppm y 171.26 ppm debido al
acoplamiento con los atomos de fosforo a dos y tres enlaces (ampliacion en Figura 35),
observandose para 1-Ni constantes de acoplamiento 2Jc.p = 13.0 Hz, 3Jcp = 7.0 Hz para
C6, 3Jcp = 13.4, Hz, 2Jcp = 7.1 Hz para C2 y para 2-Ni observandose constantes de
acoplamiento 3Jc.p = 11.5 Hz, 2Jc.p = 6.7 Hz para C6, 3Jcp = 12.5,2) = 6.8 Hz para C2. El
acoplamiento del carbono C1 de ambos compuestos con los atomos de fdésforo de los
fosfinitos, genera tripletes 2Jc.p = 21.0 Hz (1-Ni), 2Jc.p = 20.1 Hz (2-Ni), de la misma forma
C3y C5 se mostraron como dobletes 3Jcp = 10.1 Hz (1-Ni) 3Jc.p = 12.0 Hz (1-Ni), 3Jcr =
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9.5 Hz (2-Ni), 3Jc.p = 11.5 Hz (2-Ni) por el mismo fenémeno (ampliacion Figura 35). La

sefiales de los sustituyentes en los atomos de fdésforo en 2-Ni se mostraron mas

desprotegidas debido a que los grupos tBu unidos a fésforo hacen a este ligante un fuerte

donador o y pobre aceptor m, por lo tanto los sustituyentes tBu reciben menor densidad

electronica que los sustituyentes iPr."

2-Ni

C9 C11
C8 C10
C4
C5
c1 €3
L |
C9 |Cl11
C4 C8 C10
. 3 C5
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Figura 34. Espectro de RMN de *C{*H} de los compuestos 1-Ni y 2-Ni. CDCls, 25°C,

125.76 MHz.
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Figura 35. Ampliacion espectro de RMN de *C{*H} de los compuestos 1-Ni y 2
Ni.CDCls, 25°C, 125.76 MHz.

En el espectro de RMN de *'P{*H} obtenido para los compuestos 1-Ni y 2-Ni (Figura 36)
se encontraron dos sefiales dobles pertenecientes a un sistema AB en el rango de 195.04-
189.87 ppm, mostrando el caracteristico “efecto de tejado” debido al acoplamiento entre
ellos.® El doblete del atomo de fésforo P, se mostr6 mas desprotegido debido a la
proximidad al grupo electroatractor aldehido. Mientras que las sefiales en el compuesto 2-
Ni se mostraron mas desplazadas radiofrecuencias altas, debido al fuerte caracter donador o
y bajo aceptor m que presentan los fosforos mencionado anteriormente.”*® Los valores de
las constantes de acoplamiento observadas para 1-Ni fueron 2J = 326.2 Hz (Py), 2J = 326.2
Hz (P.), mientras que para que 2-Ni se observaron valores de 2J = 300.4 Hz (Py) y 2J =
300.4 Hz (P2).
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Figura 36. Espectro de RMN de 3'P{*H} de los compuestos 1-Ni y 2-Ni. CDCls, 25°C,
202.47 MHz.

La espectrometria de masas por la técnica de FAB™ aplicada a los compuestos 1-Ni y 2-Ni
(Figura 37 y 38) mostr6é en ambos casos el ion molecular [M]*, que ademés corresponde al
pico base con una relacion masa carga de 462 m/z y 418 m/z respectivamente. En ambos
espectros también es posible observar el fragmento correspondiente al ion molecular al
perder un atomo de cloro [M-CI]* en 427 m/z y 483 m/z. Tal cual como ocurre en el
espectro del precursor L1, es posible observar el pico del fragmento correspondiente a la

matriz protonada (alcohol-3-nitrobencilico) en 154 m/z.™
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4.3 Sintesis y caracterizacion de los compuestos 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni
y 9-Ni

Una vez obtenidos los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll) 1-Ni y 2-Ni, el grupo aldehido
fue transformado a una imina via condensacion utilizando los aminoalcoholes:
etanolamina,  (£)-2-amino-1-propanol y (£)-amino-2-propanol; obteniéndose seis
productos finales los cuales son: 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni (Figura 39).

R1 Rl OH
OH
0 HZN)\( R,P-0 =N R2
R2 |
(|) (l) Aminoalcohol (2.5 eq) R 1|,_0
R,P—Ni—PR, Tolueno, 110 °C, 300 W, 2.5h 2
Cl
4-Ni (R=iPr R1= H R2= H)
) ) 5-Ni (R= iPr R1=Me R2= H)
1-Ni (R=iPr) 6-Ni (R= iPr R1=H R2= Me)
2-Ni (R=Bu) 7-Ni (R= Bu R1=H R2=H)

8-Ni (R= /Bu R1=Me R2= H)
9-Ni (R= /Bu R1=H R2= Me)

Figura 39. Sintesis de productos finales 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni.

En primer lugar se llevo a cabo la optimizacion de la metodologia, en el cual se trabajo con
la reaccion de formacion del compuesto 4-Ni ya que se parte del aminoalcohol conteniendo
con estructura mas simple (etanolamina) y sustituyentes tert-butilo en los atomos de
fosforo, ya que estos suelen mostrar mejores rendimientos que los sustituyentes iso-propilo

de acuerdo a los resultados presentados previamente”

Las pruebas de optimizacion (Tabla 2) fueron realizadas en microondas modificando las
siguientes variables: equivalentes de aminoalcohol, disolvente, temperatura, potencia
eléctrica, tiempo y en condiciones de reflujo modificando el tiempo. De acuerdo a los
resultados obtenidos, la metodologia de sintesis seleccionada para la formacion del
compuesto 4-Ni, consiste en colocar un equivalente de 1-Ni 0 2-Ni con 2.5 equivalentes del
aminoalcohol seleccionado en tolueno, mismo que es irradiado por microondas con una
potencia de 300 W a 110 °C por 2.5 horas (Tabla 2, entrada 10). Obteniendo los productos
5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni con rendimientos que van del 62 al 89%.
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Equivalentes

Temperatura

Potencia

Tiempo

Entrada Disolvente eléctrica Rendimiento
aminoalcohol (on)
(W)

1 3 Tolueno 45 200 2.5 69
2 2.5 Tolueno 45 200 2.5 70
3 2 Tolueno 45 200 2.5 66
4 15 Tolueno 45 200 2.5 60
5 1 Tolueno 45 200 2.5 60
6 2.5 CHCl3 45 200 2.5 30
7 2.5 THF 45 200 2.5 69
8 2.5 CH:Cl; 45 200 2.5 70
9 2.5 Acetona 45 200 2.5 49
10 2.5 Tolueno 110 300 2.5 88
11 2.5 Tolueno 110 200 2.5 81
12 2.5 Tolueno 90 200 2.5 72
13 2.5 Tolueno 35 200 2.5 63
14 2.5 Tolueno 45 300 25 84
15 2.5 Tolueno 45 100 25 49
16 25 Tolueno 45 200 3 70
17 2.5 Tolueno 45 200 2 68
18 2.5 Tolueno 45 200 15 64
19 2.5 Tolueno 45 200 1 61
20 2.5 Tolueno 110 foled 2.5 55
21 2.5 Tolueno 110 foled 24 63
** = Reflujo

Tabla 2. Optimizacion de condiciones de reaccién.

El andlisis elemental mostrado en la Tabla 3 permite observar una gran similitud entre los

porcentajes obtenidos experimentalmente y los calculados de cada elemento en todos los

compuestos. La Tabla 3 también muestra los puntos de fusion para cada compuesto
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encontrandose en un intervalo de 128 a 254 °C. Los resultados obtenidos mostraron mas
estables a los compuestos m-funcionalizados con amino-2-propanol (6-Ni, 9-Ni), seguidos
por los m-funcionalizados con 2-amino-1-propanol (5-Ni, 8-Ni) y por ultimo los m-
funcionalizados con etanolamina (4-Ni, 6-Ni). Asi mismo, fue posible observar que los
grupos R de los atomos de fdésforo también afectan los puntos de fusion, mostrandose en
general puntos de fusién mas altos en los compuestos con R = tert-butilo (7-Ni, 8-Ni, 9-Ni)
que los compuestos R = iso-propilo (4-Ni, 5-Ni, 6-Ni). Las estructuras moleculares de 7-Ni
y 9-Ni lograron ser obtenidas por difraccién de rayos X de monocristal, presentandose mas

adelante en el capitulo 5 Andlisis Cristalografico.

Tabla 3. Datos analiticos y fisicos de los compuestos 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni.

Compuesto P.f. Anal. Elem. Tedrico Anal. Elem. Observado
(°C) N[%] C[%] H[%] N[%] C[%] HI[%]
4-Ni 128-131 2.76 49.79 7.16 2.82 50.55 7.28
5-Ni 131-133 2.69 50.75 7.36 2.8 51.47 7.54
6-Ni 252-254 2.69 50.75 7.36 2.81 51.04 7.40
7-Ni 186-189 2.49 53.36 7.88 2.59 53.25 7.69
8-Ni 199-202 2.43 54.15 8.04 2.59 53.81 7.99
9-Ni 247-250 2.43 54.15 8.04 2.57 54.27 8.07

Los espectros FT-IR obtenidos para esta serie de compuestos (Figura 40 y 41) mostraron
las sefiales correspondientes al estiramiento C=N del grupo imina en un rango de 1642-
1630 cm?, coincidiendo con el intervalo v(C=N) observado previamente de 1639-1628 cm"
! para compuestos de tipo P-N formados con diversos aminoalcoholes® y difiriendo de las
bandas observadas, para la tension C=0O de los compuestos de partida (1-Ni, 2-Ni)
observadas en 1667 cm® y 1689 cm™. También se lograron identificar las sefiales
correspondientes a la tensién O-H en todos los compuestos de esta serie en un intervalo de
3217-3292 cm™, lo cuales encontraron carentes en 1-Ni, 2-Ni, dandonos otra prueba de una
conversion efectiva a los productos esperados. Adicionalmente se evidencian las sefiales de
estiramiento —C-H en un intervalo de 2966-2829 cm™ concernientes a los grupos metilo en
los sustituyentes de los fosfinitos y las sefiales de estiramiento P-O de los grupos fosfinitos
en un intervalo de 1230-1238 cm™™.

39



- 3258 (0-H)
=]
B 2964-2829 (-C-H)
1635 (C=N) /
1230 (P-O)
- 3217 (0-H)
X
2966-2867 (-C-H)
1634 (C=N) /
1232 (P-O)
3232 (0-H) T
[: 2964-2866 (-C-H)
=
1631 (C=N) /
1235 (P-O)
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

N/\/OH
|
(I) (I)
>7P——l\lli—P—<
Cl
4-Ni

¢
5Ni
N
I om
0 0
|
>—P—Ni—P--<
a I
6-Ni

Figura 40. Espectros FT-IR de los compuestos 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni.
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El anélisis por RMN de *H de los compuestos 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni (Figura
42) permitio observar la sefial de hidrégeno del grupo imina H7 como un singulete entre
8.52-8.47 ppm. En todos los compuestos se pudo observar un par de dobletes
correspondientes a los hidrogenos H4 y H5 en una region de 7.68-6.45 ppm con constantes
de acoplamiento entre 3J = 8.5-7.5 Hz (los valores de J de cada compuesto se encuentran en
el capitulo 8 Seccion Experimental), estas sefiales se encontraron ligeramente mas
desplazadas hacia radiofrecuencias altas con respecto a los precursores POCOP-Ni(ll) (1-
Ni, 2-Ni), esto posiblemente es debido a que los grupos imina derivados de los
aminoalcoholes en la posicion meta de los compuestos (4, 5, 6, 7, 8, 9)-Ni, actdan retirando
densidad electrénica del anillo aromético, desprotegiendo a los hidrégenos H4 y H5. En los
compuestos 6-Ni y 9-Ni fue posible observar que los dos hidrégenos H8 se muestran como
diasterotépicos debido que se encuentran adyacentes a un centro estereogénico, esto
significa que la sustitucion de cada hidrogeno H8, generaria un diasteroisomero diferente,
por lo cual no son equivalentes entre si, mostrandose como dos multipletes entre 3.78-3.38
ppm (ampliacion mostrada en Figura 43). Los hidrogenos de los grupos metilo localizados
en los sustituyentes de los &tomos de fosforo no fueron equivalentes, [H11, H13 (4-Ni, 7-
Ni) y H12, H14 (5-Ni, 6-Ni, 8-Ni, 9-Ni)] debido a la asimetria provocada por la meta-
sustitucion de la pinza (ampliacion mostrada en Figura 43). Las sefiales metilo de los
compuestos con sustituyentes tert-butilo en fosforo se encontraron ligeramente mas
desplazadas a radiofrecuencias altas, debido al fuerte caracter donador que muestran las
fosfinas con estos sustituyentes.”® 8! Los hidrégenos de los grupos metilo en el fragmento
imina H9 (5-Ni) H10 (6-Ni), H9 (8-Ni), H10 (9-Ni) se mostraron como dobletes en un
intervalo de 1.19-1.26 ppm con constantes de acoplamiento 3J = 6.0-6.5 Hz.

El analisis mediante RMN de *C{*H} (Figura 44) permite identificar el carbono del grupo
imina C7 en todos los compuestos como un singulete en un intervalo de 158.87-157.17
ppm. Los carbonos C6 y C2 (ampliacion en figura 45) de los compuestos se mostraron
como doble de dobles en un intervalo de 6 de 171.68-168.16 ppm, con constantes de
acoplamiento de 2Jc-p = 10.6-12.9 Hz y 3Jcp = 7.4-7.9 Hz debido al acoplamiento con los
atomos de fosforo, tal y como sucede con los precursores POCOP-Ni (1-Ni, 2-Ni). De igual

forma los carbonos C1, C3 y C5 (ampliacion en figura 45) mostraron acoplamientos con los
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atomos de fosforo de los grupos fosfinito en un intervalo de 125.43-106.39 ppm,
mostrdndose como un triplete para C1, con constantes de acoplamiento en un intervalo de
2Jcp = 21.0-21.2 Hz 'y como dobletes para C3, C5 con intervalos 3Jc.p = 8.9-9.6 Hz y 3Jc.p

= 9.8-10.9 Hz respectivamente (ampliacion mostrada en Figura 45).

El espectro de RMN de 3'P{H} (Figura 46) mostré espectros de segundo orden, donde los
sistemas AB se observaron de manera similar a los compuestos de partida POCOP-Ni(Il)
(1-Ni, 2-Ni), exhibiendo un evidente “efecto de tejado”, revelando en todos los casos al
atomo de fosforo P, més desplazado a radiofrecuencias altas debido a la cercania al grupo
imina la cual tiene un carécter electroatractor. Los compuestos los cuales tienen grupos tert-
butilos como sustituyentes sobre el atomo de fosforo (7-Ni, 8-Ni, 9-Ni) se encontraron méas
desplazados hacia radiofrecuencias altas que los compuestos que tienen grupos iso-propilos
como sustituyentes (4-Ni, 5-Ni, 6-Ni), debido a un mayor caracter ¢ donador y menor
caracter 1 aceptor, retirando mayor densidad electrénica que sus andlogos con sustituyentes
iso-propilos.”® & Las constantes de acoplamiento se observan en un intervalo de 2J =
186.71-191.65 Hz.
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Se analizaron los compuestos por espectrometria de masas por la técnica FAB* (Figura 47 a
52) en donde se muestran los picos correspondientes a los iones cuasimoleculares, es decir,
[M+H]*, en 506 m/z (4-Ni), 520 m/z (5-Ni), 520 m/z (6-Ni), 562 m/z (7-Ni), 576 m/z (8-
Ni), 576 m/z (9-Ni). En todos los espectros se posible detectar los picos caracteristicos de
matriz (alcohol-3-nitrobencilico = ANB), donde el pico en 154 m/z correspondiente a la
matriz protonada [ANB+H]", asi como las sefiales en 136 la cual corresponde al alcohol-3-
nitrobencilico deshidratado protonado [ANB+H-H,O]" y 307 correspondiente al dimero
protonado [2ANB+H]*.”* También se pudo observar en 4-Ni el pico correspondiente a la
fragmentacion del ion molecular al perder un grupo iso-propilo [M-CH(CHz3)2]* en 463
m/z. En 5-Ni y 6-Ni se observaron los fragmentos de los respectivos iones moleculares al
perder un atomo de cloro [M-CI]* en 484 m/z en ambos casos. En 7-Ni, 8-Ni y 9-Ni se
observaron igualmente los fragmentos correspondientes al ion molecular perdiendo un
atomo de cloro [M-CI]*" en 526 m/z, 540 m/z y 540 m/z en el orden dado, asi mismo, se
lograron observar los fragmentos concernientes al ion molecular perdiendo un grupo tert-
butilo [M-C(CHz3)3]*, en 505 m/z, 519 m/z y 519 m/z respectivamente.
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4.4 Caracterizacion del producto de adicion 3-Ni.

Como un subproducto en la sintesis de los compuestos 1-Ni y 2-Ni se obtuvo 3-Ni, el cual
es obtenido como un producto de la adicion del precursor L1 al compuesto 1-P. Esta clase
de compuestos han sido recientemente obtenidos por el grupo de investigacion de
Morales”™ 8, mostrando interesantes resultados en pruebas de citotoxicidad. De este
compuesto fue posible obtener su estructura molecular por difraccién de rayos X de

monocristal, la cual es presentada en el capitulo 5 Andlisis Cristalogréfico.

Compuesto P.f. Anal. Elem. Teérico Anal. Elem. Observado
(°C) N[%] C[%] H[%] N[%] C[%] H[%]
3-Ni 217-219 185 55.39 7.57 1.9 55.57 7.63

Tabla 4. Datos analiticos y fisicos del compuesto 3-Ni.

El espectro FT-IR obtenido (Figura 53) mostro las sefiales correspondientes al estiramiento
C=N del grupo imina en 1612 cm, observando la sefial de estiramiento del enlace O-H en
2561 cmt, También fue posible localizar las sefiales de estiramiento —C-H de los grupos
metilo en el intervalo de 2959-2871 cm™, ademas de la sefial de estiramiento P=0 en 1226

cm™,
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Figura 53. Espectro FT-IR del compuesto 3-Ni.

El espectro RMN de *H (Figura 54) mostro las sefiales de los grupos hidroxilo H13 y H9
entre 14.65-12.39 ppm, esto posiblemente es debido a la formacion de puentes de
hidrégeno intramoleculares con el grupo imina y con el 6xido de fosfina. El hidrogeno del
grupo imina H14 se observé a radiofrecuencias bajas en comparacién al precursor (L1) y
los compuestos meta-funcionalizados con aminoalcoholes (4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-
Ni) esto es debido a la proteccién del grupo iso-propilo. También fue observado el par de
dobletes del sistema compuesto por los hidrégenos H5, H4 del anillo principal de la pinza 'y
los hidrégenos H12, H11 del anillo directamente conectado al grupo imina, en un intervalo
de 7.64-5.75 ppm, observandose un traslape de las sefiales de los hidrogenos H5 y H12,
razon por la cual la sefial del doblete observado es mas intensa. El sistema descrito mostré
constantes de acoplamiento 3J = 8.4 Hz (H4), %J = 8.6 Hz (H11), 3J = 8.5 Hz (H5, H12)
(ampliacién en Figura 55). El hidrogeno H7 se observd como doblete debido al
acoplamiento con el atomo de fosforo del éxido de fosfina exhibiendo una constante de

acoplamiento de 2J = 10.8 Hz.
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Figura 54. Espectro de RMN de *H del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 400 MHz.
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Figura 55. Ampliacion espectro de RMN de *H del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 400
MHz.
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El analisis por RMN de *C{*H} (Figura 56) permitié distinguir la sefial correspondiente al
carbono del grupo imina C14 en 160.96 ppm. El carbono C1 se mostr6 como triplete en
124.44 ppm (*Jc-r = 21.4 Hz) debido al acoplamiento con los atomos de fdsforo, de igual
modo el doblete observado para C7 en 31.78 (*Jc.r = 57.6 Hz) se debe al acoplamiento con
el &tomo de fosforo del 6xido de fosfina (Figura 57). Las sefiales correspondientes a los
grupos iPr se observaron en el intervalo de 57.08-15.39 ppm. La elucidaciéon de los
carbonos cuaternarios y aromaticos requirio experimentos HMBC y HSQC los cuales se

muestran en la seccién de Anexos.
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Figura 56. Espectro de RMN de *C{*H} del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 125.76 MHz.
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Figura 57. Ampliacion espectro de RMN de **C{*H} de los compuestos 3-Ni. CDCls,
25°C, 125.76 MHz.

El analisis por RMN de *'P{*H} (Figura 58) permiti¢ identificar el par de dobletes entre
185.53-183.09 ppm en sistema AB mostrando el “efecto de tejado™ caracteristico de los
compuestos asimétricos meta-funcionalizados,®® 8 8 con constantes de acoplamiento 2J =
324.9 Hz (Py) 2J = 324.5 Hz(Pa). Adicionalmente es detectado un singulete correspondiente

al &tomo de fosforo del 6xido de fosfina en 66.53 ppm.
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Figura 58. Espectro de RMN de 3P{*H} del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 161.97 MHz.

La espectrometria de masas por la técnica FAB™ aplicada al compuesto 3-Ni (Figura 59)
mostrd el ion molecular protonado [M+H]*, sefial la cual también corresponde el pico base,
con una relacion masa carga de 758 m/z. También fue posible localizar el pico
correspondiente al remanente de 1-Ni en 462 m/z. Adicionalmente observandose el pico
correspondiente al ion molecular al perder al grupo que contenia al oxido de fosfina [M-
O=P(iPr).]* en 624 m/z. Asimismo fue posible observar al fragmento relativo al ion

molecular sin los grupos hidroxilo [M-20H]* en 723 m/z.
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5 Andlisis Cristalogréafico por difraccion de rayos X de monocristal

Para este trabajo se lograron obtener tres cristales adecuados para determinar sus
estructuras moleculares mediante difraccion de rayos X de monocristal (3-Ni, 7-Ni, 5-Ni).
En este capitulo se llevd a cabo el analisis cualitativo de las interacciones que presentan
dichas estructuras, asi como las condiciones en las fue posible obtener dichos cristales. Los

datos cristalograficos de estos compuestos se encuentran en la seccion de Anexos.

Los cristales del compuesto 7-Ni fueron obtenidos mediante evaporacion lenta de una
mezcla de disolventes CHCls/Hexano [1:4] a temperatura ambiente. Este cristalizd en un
sistema monoclinico en el grupo espacial P21/c. EI compuesto presenta un atomo de niquel
tetracoordinado por &tomos cloro, carbono y dos de fésforo, los cuales se encuentran
posicionados en una disposicion trans. El sistema descrito presenta 2 metalociclos, donde
el dtomo de carbono y los dos de fosforo generan con el centro metélico un arreglo

meridional (Figura 60).

Figura 60. Estructura molecular del compuesto 7-Ni, los &tomos de hidrdgeno fueron
omitidos para mayor claridad. Los elipsoides son mostrados con un 30% de probabilidad.
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Las longitudes observadas de los enlaces formados con el centro metélico Ni fueron: Ni-
C(2) 1.885(2) A, Ni-Cl 2.1961(6) A, mientras que entre niquel y los atomos de fosforo, se
observaron los siguientes: Ni-P(1) 2.1807(8) A, Ni-P(2) 2.1679(7) A. Los angulos de
enlace que mostraron los grupos de 4&tomos C(2)-Ni-Cl(1) y P(2)-Ni-P(1) fueron 178.05(6)°
y 164.34(2)°, mientras que los angulos entre los enlaces C(2)-Ni-P(2), C(2)-Ni(1)-P(1),
P(2)-Ni-CI(1), P(1)-Ni-ClI(1) las cuales son 82.43(7)° 81.93(7)° 96.90(3)° y 98.71(3)°,
estos resultados permiten observar que hay una distorsién en los angulos alrededor al centro
metalico, comparada a una geometria cuadrado plana habitual. Igualmente las distancias y
angulos obtenidos son comparables con otros compuestos pinza POCOP-Ni(ll) con

asimetria en la posicion meta.3% 8

Longitud (A) de enlace Angulos (°) de enlace

Ni(1)-C(2) 1.885(2)  C(2)-Ni(1)-P(2)  82.43(7)
Ni(1)-P(2) 2.1679(7) C(2)-Ni(1)-P(1)  81.93(7)
Ni(1)-P(1) 2.1807(8) P(2)-Ni(1)-P(1)  164.34(2)
Ni(1)-CI(1) 2.1961(6)  C(2)-Ni(1)-CI(1)  178.05(6)
P(2-0(2) 1.6606(14) P(2)-Ni(1)-CI(1)  96.90(3)
O(1)-P(1) 1.6544(15) P(1)-Ni(1)-CI(1)  98.71(3)
C(4)-C(23) 1.462(3)
N(1)-C(23) 1.277(3)
0(3)-C(25) 1.422(3)

Tabla 5. Datos de longitud y d&ngulo més relevantes del compuesto 7-Ni.

Las interacciones intermoleculares que estabilizan la red cristalina que se pudieron observar
en el compuesto 7-Ni fueron por puente de hidrdégeno de caracter moderado y débil acuerdo
a la clasificacion de Jeffrey,% 87 8 ¢ interacciones de tipo T (CH:-m). Mostrando para la
interaccion entre los atomos N(1)---H(3) de caracter mayormente electrostatico una longitud
de enlace de 2.101 A exhibiendo un patron de cadena C(4).2° Adicionalmente se pudo

observar otra interaccion por puente de hidrogeno de caracter debil, exponiendo un patron
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de anillo R;(6),89 con distancias de 2.710 A entre los atomos CI(1) --H(18B) y 2.886 A entre

los atomos CI(1)---H(17B) (Figura 61).

Figura 61. Interaccion por puente de hidrogeno entre los atomos N(1)---H(3), CI(1)
+H(17B) y H(18C) del compuesto 7-Ni. Los elipsoides son mostrados con un 30% de
probabilidad.

Con respecto a las interacciones de tipo T (CH--m), éstas se lograron observar entre los
atomos H(20A) de uno grupos tert-butilo enlazados a P(1) y el centroide anillo aromatico
del esqueleto del POCOP. Esta interaccion mostré una distancia de 3.176 A (Figura 62) y
un angulo de 116.20° (Figura 63), lo cual es muy cercano a los rangos aceptados en

interacciones CH-m que consideran distancias entre 3.2-3.8 A 'y angulos entre 120°-140°.%
91,92
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Figura 62. Interacciones C-H---x entre los &tomos H(20A) y el centroide del anillo
aromatico del compuesto 7-Ni. Los elipsoides son mostrados con un 30% de probabilidad.
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Figura 63. Angulo de las interacciones C-H---x entre los &tomos H(20A) y el centroide del
anillo aromatico del compuesto 7-Ni. Los elipsoides son mostrados con un 30% de
probabilidad.

Los cristales de 9-Ni fueron obtenidos mediante evaporacion lenta de una mezcla 1:4
CHCls/Hexano a temperatura ambiente. EI compuesto 9-Ni cristaliz6 en un sistema
monoclinico en el grupo espacial P2:/m. La estructura del compuesto presenta un dtomo de
niquel tetracoordinado por atomos cloro, carbono y dos de fésforo, estos altimos
posicionados en disposicion trans. El sistema que compone los dos atomos de fésforo, el
atomo de carbono y el centro metalico presenta un arreglo meridional (Figura 64).

67



Figura 64. Estructura del compuesto 9-Ni, los atomos de hidrogeno fueron omitidos para
mayor claridad. Los elipsoides son mostrados con un 30% de probabilidad.

Las longitud de enlace observada para Ni-C(2) es de 1.892(3) A, mientras que las
observadas para los enlaces Ni-P(1), Ni-P(2) y Ni-Cl son 2.1776(8) A, 2.1734(8) A y
2.2059(9) A respectivamente. Los angulos de enlace que mostraron los grupos de atomos
C(2)-Ni-CI(1) y P(2)-Ni-P(1) son 179.14(9)° y 164.21(3)°, en tanto que para los grupos de
atomos C(2)-Ni-P(2), C(2)-Ni-P(1), P(2)-Ni-ClI(1), P(1)-Ni-CI(1) se observan angulos de
82.20(9)°, 82.01(10)°, 96.93(3)° y 98.86(3)° en el orden dado. Estos resultados permiten
advertir que la geometria de este sistema es cuadrado plana distorsionada. Los valores de
distancias y angulos obtenidos son similares a otros compuestos pinza POCOP-Ni(ll) con

asimetria en la posicion meta.30 8
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Longitud (A) de enlace

Angulos (°) de enlace

Ni(1)-C(2)
Ni(1)-P(2)
Ni(1)-P(1)
Ni(1)-CI(1)
P(2)-0(2)
O(1)-P(2)
C(4)-C(15)
C(15)-N(1)
C(17)-0(3)

Tabla 6. Datos de longitud y angulo mas relevantes del compuesto 9-Ni.

1.892(3)
2.1734(8)

2.1776(8)
2.2059(9)
1.655(2)
1.654(2)
1.459(5)
1.258(5)
1.364(7)

C(2)-Ni(1)-P(2)
C(2)-Ni(1)-P(1)

C(2)-Ni(1)-CI(1)

P(2)-Ni(1)-CI(1)
P(1)-Ni(1)-CI(1)
P(2)-Ni(1)-P(1)

82.20(9)
82.01(10)

179.14(9)
96.93(3)
98.86(3)
164.21(3)

Las interacciones intermoleculares que estabilizan la red cristalina que se pudieron observar

en el compuesto 9-Ni son por puente de hidrogeno débil®® 87 8 de 2572 A el cual se

encuentra entre los atomos O(3)--H(14B) mostrando un patron de cadena C(13).%° También

se pudo observar otra interaccion por puente de hidrégeno de caracter débil con una
longitud de 2.710 A entre los atomos CI(1) --H(18B) y H(18B), mostrando un patrén de

anillo Ré(6).89 Ademas fue posible observar una interaccion por puente de hidrégeno débil

intramolecular entre los atomos H(3)-"N(1) con una distancia de 2.280 A, mostrando un

patron intermolecular S(5)% (Figura 65).
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Figura 65. Interaccion por puente de hidrogeno entre los atomos O(3)--H(14B), CI(1)
+-H(18B) y H(18B) del compuesto 9-Ni. Elipsoides representados con un 30 % de
probabilidad.

Adicionalmente se lograron observar interacciones de tipo CH--n (T) (Figura 66) entre
H(10C) de uno grupos tert-butilo enlazados a P(1) y el centroide anillo aromatico del
esqueleto del POCOP. Esta interaccion mostré una distancia de 3.656 A y un angulo de
133.47°, lo cual concuerda con los valores de la interaccion C-H--- que oscilan entre 3.2-
3.8 A y angulos entre 120°-140° (Figura 67).% %% 92
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Figura 66. Interacciones C-H--x entre los &tomos H(10C) y el centroide del anillo

aromatico del compuesto 9-Ni. Elipsoides representados con un 30 % de probabilidad.
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Figura 67. Angulo en las interacciones C-H--& entre los &tomos H(10C) y el centroide del
anillo aromatico del compuesto 9-Ni. Elipsoides representados con un 30 % de
probabilidad.

Los cristales de 3-Ni fueron obtenidos de en una mezcla 1:9 AcoEt/CHCI; a temperatura
ambiente. EI compuesto 3-Ni cristaliz6 en un sistema triclinico en el grupo espacial P-1. El
compuesto presenta un atomo de niquel tetracoordinado mediante un 4tomo de cloro, uno
de carbono y dos atomos de fésforo, estos ultimos se encuentran ubicados en posicion
trans, a su vez, generando 2 metalociclos contiguos de cinco miembros en un arreglo
meridional. Adicionalmente se puede observar la adicion en C(19) de los grupos PO(iPr), y

difenol sustituido en la posicion meta (Figura 68).
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Figura 68. Estructura del compuesto 3-Ni, los atomos de hidrégeno fueron omitidos para
mayor claridad. Los elipsoides son mostrados con un 30% de probabilidad.

La longitud de enlace observada para Ni-C(2) fue de 1.8816(15) A, mientras que las
observadas para los enlaces Ni-P(1) 2.1549(5) A, Ni-P(1) 2.1571(5) A y Ni-Cl 2.1890(5) A
respectivamente. Los angulos de enlace que mostraron los grupos de atomos C(2)-Ni-ClI(1)
y P(2)-Ni-P(1) fueron 178.51(5)° y 163.83(19)°. Mientras que los angulos entre los enlaces
C(2)-Ni-P(2), C(2)-Ni-P(1), P(2)-Ni-CI(1), P(1)-Ni-CI(1) son de 82.40(5)°, 82.15(5)°,
97.85(2)° y 97.72(2)° respectivamente presentando una geometria cuadrado plana
distorsionada alrededor del centro metalico. Las distancias y angulos obtenidos se resumen
en la Tabla 5 y esos son comparables con otros compuestos pinza POCOP con asimetria en

la posicion meta con sustituyentes en fosforo iPr. 3084
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Longitud (A) de enlace Angulos (°) de enlace

Ni(1)-C(2)  1.8816(15) C(2)-Ni(1)-P(1)  82.15(5)
Ni(1)-P(1)  2.1549(5) C(2)-Ni(1)-P(2)  82.40(5)
Ni(1)-P2)  2.1571(5) P(1)-Ni(1)-P(2)  163.83(19)
Ni(1)-Cl(1)  2.1890(5) C(2)-Ni(1)-Cl(1) 178.51(5)
P(1)-O(1)  1.6545(12) P(1)-Ni(1)-CI(1) 97.72(2)
P(2)-0(2)  1.6514(11) P(2)-Ni(1)-CI(1) 97.85(2)
C(4)-C(19)  1.5180(2)
P(3)-C(19)  1.8229(15)
C(19)-C(20)  1.5270(2)

Tabla 7. Datos de longitud y angulo mas relevantes del compuesto 3-Ni.

El andlisis de las interacciones no covalentes que estabilizan la red cristalina en el
compuesto 3-Ni se encontrd que una de ellas corresponde a un enlace de hidrogeno débil®
87. 88 ¢| cual se encontrd entre los atomos H(16)-+-O(3) con una distancia de 2.391 A,
mostrando un patron de cadena C(8).8% Asimismo se identificaron interacciones de
hidrégeno intramolecular debido a una interaccion mayormente electrostatica de acuerdo a
la clasificacion hecha por Jeffrey.% 8- 8 QOpservandose entre los atomos H(5A)--O(3) con
una distancia de de 1.754 A, mostrando un patrén intramolecular S(7)®° y entre los atomos
H(4A)-N(1) con una distancia de 1.771 A, mostrando un patrén intramolecular S(7)%°
(Figura 69).

Figura 69. Interaccion por puente de hidrogeno entre los atomos O(3)---H(5A),
O(3)-H(16), N(1)--*-H(4A) del compuesto 3-Ni. Los elipsoides son mostrados con un 30%
de probabilidad.

74



En el mismo arreglo cristalino, también se encontraron interacciones tipo CH-x
especificamente de la forma T (Figura 70) entre H(26) correspondiente al hidrégeno de la
imina y el centroide anillo aromético del esqueleto del POCOP (Figura 70), mostrando una
distancia de 3.465 A y un angulo de 135.16°. Asimismo se observa una interaccion m---m de
tipo desplazamiento paralelo entre los dos difenilos enlazados a C(19) la cual mostré una
distancia entre planos de 3.443 A, un angulo interplanar de 0.0° y una distancia entre

centroides de 3.957 A como se muestra en la Figura 71. % 9!

Figura 70. Interacciones C-H--w entre los atomos H(23) y el centroide del anillo aromatico
e interacciones 7w entre centroides del compuesto 3-Ni. Los elipsoides son mostrados con
un 30 % de probabilidad.

75



Figura 71. Distancia entre los centroides implicados en la interaccion 7w del compuesto
3-Ni. Los elipsoides son mostrados con un 30% de probabilidad.
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6. Evaluacion Citotodxica

Se llevo a cabo la evaluacion citotoxica de los precursores POCOP-Ni(1l) 1-Ni, 2-Ni, el
producto de adicion 3-Ni y los productos meta funcionalizados con aminoalcoholes 4-Ni, 5-
Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni, sobre seis lineas cancerosas humanas; glia de sistema nervioso
central (U251), prostata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7),
pulmon (SKLU-1), asi como linea celular de rifion de mono no cancerosa COS-7. Esta
evaluacion se realiz6 por medio de un screening primario, utilizando como vehiculo
metanol, a una concentraciéon de 10 uM y un tiempo de incubacion de 48 h. Los resultados
se compararon con los obtenidos por cisplatino. Para su mejor analisis los resultados se
presentan en un inicio en la Tabla 8 y separados en tres graficas en el siguiente orden:
Compuestos POCOP-Ni(Il) con grupo aldehido en posicién meta 1-Ni, 2-Ni (Figura 72),
producto de adicion 3-Ni (Figura 73) y compuestos meta funcionalizados con
aminoalcoholes 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni (Figura 74).

Los compuestos POCOP-Ni(Il) 1-Ni, 2-Ni mostraron diferentes resultados entre si, lo cual
permite ver una fuerte influencia de los sustituyentes en los atomos de foésforo. En general,
el compuesto con sustituyentes iso-propilo (1-Ni) resulté ser el mas citotoxico, el cual
mostro altos porcentajes de inhibicién de crecimiento celular con valores entre 100-78.4 %
en todas las lineas con excepcion de la linea de leucemia (K562) con 35.7 %, es importante
remarcar que este compuesto también se mostrd extremadamente citotoxico a la linea
celular de rifién de mono no cancerosa COS-7. Con respecto al compuesto 2-Ni este mostrd
bajos porcentajes de inhibicién llegando a no observar ningun porcentaje de inhibicion en
la linea de leucemia (K562), sin embargo es posible notar una selectividad a las lineas de
mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1), observandose porcentajes de inhibicion de 59.34 % y

41.8 % respectivamente.

El producto de adicion obtenido 3-Ni, presento un alto porcentaje de inhibicion en todas las
lineas (incluyendo la linea celular de rifion de mono no cancerosa COS-7), teniendo su
porcentaje mas bajo en linea de leucemia (K562) con 72.1 %, por lo cual podemos concluir

gue no es selectiva Unicamente a lineas cancerigenas.
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Finalmente los compuestos meta-funcionalizados con aminoalcoholes 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-
Ni, 8-Ni, 9-Ni, exhibieron un amplio espectro de resultados en un intervalo de 0 a 97.9 %
de inhibicion. Los resultados permiten ver una mayor toxicidad en compuestos tipo pinza
con sustituyentes tert-butilo en los grupos fosfinito (7-Ni, 8-Ni, 9-Ni), los cuales mostraron
ser selectivos a las lineas de mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1), todos con valores de
citotoxicidad mayores a cisplatino en estas lineas y menores en la linea de rifion de mono
no cancerosa. EI compuesto 8-Ni mostrd el mayor porcentaje de inhibicidn (97.90 % para
SKLU-1), mientras el compuesto 7-Ni revel6 una menor toxicidad a la linea celular de

rifidn de mono no cancerosa COS-7 con un porcentaje de inhibicién de 31.65.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los compuestos tipo pinza POCOP-Ni(ll) meta-
funcionalizados por aminoalcoholes mostraron mayor selectividad hacia lineas cancerosas
que los compuestos con grupos aldehido en la misma posicion (1-Ni, 2-Ni) y el compuesto
de adicion (3-Ni). Observandose que los compuestos con sustituyentes tert-butilo en los

grupos fosfinito (7-Ni, 8-Ni, 9-Ni) mostraron los mejores resultados.

Adicionalmente se calcularon los indices de selectividad de los compuestos analizados,
observandose en general los mejores resultados para los compuestos 2-Ni, 7-Ni, 8-Ni y 9-
Ni con una marcada tendencia contra las lineas de mama (MCF-7) y pulmoén (SKLU-1)
mostrando indices de selectividad que oscilan entre 3.90 — 2.56. Esto se sustenta que entre
mayor es la relacion entre citotoxicidad de las células sanas y las cancerosas
(deseablemente mayor a 1) hay una mayor probabilidad de efectividad del compuesto.
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Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7  SKLU-1 COS7
1-Ni 99.22 98.16 35.70 78.40 100 100 100
2-Ni 13.85 17.96 NC 25.10 59.34 41.80 15.20
3-Ni 100 100 72.10 98.40 100 100 100
4-Ni 37.01 40.33 NC 14.50 16.50 50.86 25.01
5-Ni 45.49 48.26 10.40 24.90 12.90 50.50 41
6-Ni 5.88 7.09 NC 7.20 NC 6.69 5.56
7-Ni 23.83 43.80 NC 56.20 94.37 90.52 31.65
8-Ni 30.89 54.96 NC 58.30 88.80 97.90 34.70
9-Ni NC 47.57 NC 73.30 93.77 95.03 31.95

Cisplatino 92.30 42.90 66.40 38.30 56.20 85.10 66.30

NC = No citotdxico

Tabla 8. Porcentaje de inhibicién de crecimiento (%) de las lineas celulares cancerosas de
los compuestos pinza 1-Ni, 2-Ni, 3-Ni, 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni a 10 uM con
tiempo de incubacion de 48 h.

Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
1-Ni 0.99 0.98 0.36 0.78 1.00 1.00
2-Ni 0.91 1.18 0 1.65 3.90 2.75
3-Ni 1.00 1.00 0.72 0.98 1.00 1.00
4-Ni 1.48 161 0 0.58 0.66 2.03
5-Ni 111 1.18 0.25 0.61 0.31 1.23
6-Ni 1.06 1.28 0 1.29 0 1.20
7-Ni 0.75 1.38 0 1.78 2.98 2.86
8-Ni 0.89 1.58 0 1.68 2.56 2.82
9-Ni 0 1.49 0 2.29 2.93 2.97

Cisplatino 1.39 0.65 1.00 0.58 0.85 1.28

Tabla 9. indice de selectividad de las lineas celulares cancerosas de los compuestos pinza
1-Ni, 2-Ni, 3-Ni, 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni a 10 uM con tiempo de incubacion de

48 h.
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% de inhibicidon del crecimiento por linea celular
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Figura 72. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (%) de las lineas celulares cancerosas

de los compuestos pinza 1-Ni, 2-Ni a 10 uM con tiempo de incubacion de 48 h.
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Figura 73. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (%) de las lineas celulares cancerosas
del compuesto pinza 3-Ni a 10 uM con tiempo de incubacion de 48 h.
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Figura 74. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (%) de las lineas celulares cancerosas de los compuestos pinza 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-
Ni, 8-Ni, 9-Ni a 10 uM con tiempo de incubacion de 48 h.
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Acorde a los altos valores de citotoxicidad y selectividad obtenidos, se decidio determinar
los valores de ICso de los compuestos 2-Ni, 7-Ni, 8-Ni y 9-Ni para las lineas celulares
MCF-7 y SKLU-1, comparandose los respectivos resultados con valores reportados del

farmaco cisplatino.® %

Los resultados obtenidos ponen al descubierto mejores valores de 1Cso en la linea MCF-7
de todos los compuestos evaluados sobre cisplatino. En el caso de la linea SKLU-1 el
compuesto 2-Ni muestra un valor considerablemente més alto de de ICso en comparacion a
cisplatino, mientras que el compuesto 7-Ni mostrd6 un valor ligeramente mas alto
comparado al compuesto antes mencionado, sin embargo los compuestos 8-Ni y 9-Ni

revelaron valores superiores de 1Cso en comparacion con este medicamento.

Compuesto MCF-7 SKLU-1
2-Ni 10.38+1.9 6.88+0.6
7-Ni 3.32+0.4 3.53+0.07
8-Ni 1.74+0.01 2.69+0.08
9-Ni 3.67+0.7 2.48+0.1

Cisplatino 17.9+0.7% 3.4+0.5%

Tabla 10. Valores de 1Cso para los compuestos 7-Ni, 8-Ni y 9-Ni comparadas con
cisplatino en las lineas celulares MCF-7 y SKLU-1.
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7. Conclusiones

Se desarrollé una metodologia en la cual, obteniendo inicialmente los compuestos
tipo pinza POCOP-NI(Il) con un grupo aldehido en la posicion meta (1-Ni, 2-Ni), se
pueden obtener mediante una condensacion los compuestos m-funcionalizados con
aminoalcoholes (4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni), los cuales se caracterizaron por
métodos convencionales. Adicionalmente fue posible obtener la estructura
molecular de 7-Ni, 9-Ni y 3-Ni por difraccion de rayos X de monoscrital,
observandose principalmente interacciones de tipo puente de hidrdégeno de caracter

débil, asi como interacciones de tipo CH--.

Se realizé un estudio para encontrar las condiciones que favorecieran la formacion
de los compuestos pinza m-funcionalizados, encontrdndose que 2.5 equivalentes del
aminoalcohol seleccionado en medio tolueno, irradiado por microondas a una
potencia de 300 W, a 110 °C de temperatura por 2.5 horas, generan los mayores

rendimientos.

Se llevé a cabo la evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos tipo pinza
POCOP-Ni(Il) 1-Ni, 2-Ni, 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni. En este analisis se
observaron en general mas selectivos los compuestos con sustituyentes tert-butilo
en los atomos de fosforo (2-Ni, 7-Ni, 8-Ni, 9-Ni), observandose dentro de éstos,
valores superiores de ICso en los compuestos m-funcionalizados con aminoalcoholes
(7-Ni, 8-Ni, 9-Ni) que a su vez muestran una mejoria al afiadirse grupos metilo en
su estructura, esto se muestra en mejores valores de ICsg en los derivados de 2-

amino-1-propanol y amino-2-propanol que en el derivado de etanolamina.

Fue posible obtener aislar el producto de adicién 3-Ni, el cual no se habia logrado
obtener en trabajos previos. Este producto se afiade a la familia de compuestos
previamente reportados por el equipo de Morales’™. EI compuesto 3-Ni muestra una
alta citotoxicidad en todas las lineas celulares en las que se probd, incluyendo las

células de rindn de mono no cancerosas.
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8. Seccion experimental

8.1 Reactivos e instrumentacion

Todos los reactivos y disolventes fueron adquiridos por Sigma-Aldrich, utilizandose sin
purificacion posterior, con la excepcion del disolvente tolueno el cual fue secado en tamiz
molecular de 4 A y destilado con Na/benzofenona para procedimientos estandares bajo
atmosfera de nitrégeno. ElI compuesto NiCl, fue sometido a deshidratacion en un horno con

una temperatura de 110°C.

Los puntos de fusion fueron determinados utilizando tubos capilares en un fusiémetro
MELT-TEMP Il Laboratory Devices, equipado con termémetro de mercurio con escala de
0-400 °C. Los experimentos de FT-IR, fueron realizados en un equipo FT-IR NICOLET IS-
50, Thermo Fisher Scientific, empleando la técnica de reflectancia total atenuada, equipado
con un accesorio de ATR diamante y pastilla de KBr. Los experimentos de Resonancia
Magnética Nuclear de H, 3C{*H}, 3P{*H}, HSQC, HMBC y COSY se realizaron en los
equipos Brucker advance 111 300 MHz, Brucker advance 111 400 MHz y Brucker advance
III 500 MHz. Los desplazamientos quimicos (3) correspondientes a *H y 3C{*H}, estan
reportados en ppm a radiofrecuencias altas con relacion a TMS. Los anélisis de
espectrometria de masas se realizaron mediante la técnica de FAB™ en un espectrémetro
The MStation JMS-700. Los experimentos de difraccion de rayos-X, se llevaron a cabo
mediante el método de monocristal en un equipo Brucker Smart Apex, equipado con
radiacion de Mo (A=0.71073) a 285 K. Los datos de las estructuras obtenidas fueron
analizados con el software Mercury 2022.1.0. Las reacciones en microondas se realizaron
en el equipo MicroWave Syntesizer Discover CEM.
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8.2 Sintesis de compuesto L1

En un matraz de fondo redondo se colocaron 3 mL de iso-propilamina (1 eq) y 2.1016 g de
2,4-dihidroxibenzaldehido, agregando 15 gotas acido acético como catalizador en medio
etanol en condiciones de reflujo durante 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo el producto

se filtré a vacio.

o Compuesto L1
N/é Solido amarillo tenue. Rendimiento: 95 %. P.f.= 184-185 °C. RMN
3 7 de 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.35 (s, 1H, H7), 7.16 (d, J = 8.5 Hz,
H06 20H 1H, H4), 6.25 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, H5), 6.15 (d, J = 2.3 Hz, 1H,
! H1), 3.55 (s, J = 6.3 Hz, 1H, H8), 1.21 (d, J = 6.4 Hz, 6H, H9).
RMN de 3C (125.76 MHz, DMSO-ds) & 165.92 (s, C2), 162.70 (s,
C7), 162.34 (s, C6), 133.79(s, C4), 111.45 (s, C3), 107.15 (s, C5), 103.15 (s, C1), 57.47 (s,

C8), 24.42 (s, C9).

L,

8.3 Sintesis de los compuestos 1-Ni, 2-Ni, 3-Ni a partir de L1

En un matraz Schlenk seco con una barra de agitacion magnética se afiadieron bajo
atmosfera inerte 1 g (1 eq) de L1, dejando este sistema a vacio por 20 min. Terminado el
tiempo en condiciones de atmosfera de nitrégeno se agregaron 45 mL de tolueno anhidro y
1.5554 mL (2 eq) de EtsN, dejando la reaccién en agitacion durante 1 hora. Posteriormente
se agregaron 2 equivalentes de la clorofosfina correspondiente PR2CI (R = iPr, tBu),
dejando la mezcla reaccionar durante 24 horas. Pasado el tiempo mencionado la mezcla se
filtr6 via canula a otro matraz Schlenk previamente secado, afiadiendo después a este
filtrado 1.1088 g (1.5 eq) de NiCl, anhidro. La mezcla se dejo reaccionar por 24 horas
nuevamente. Una vez transcurrido este tiempo el producto se filtré a vacio, posteriormente
se evaporo en rotavapor y se purifico a través de una cromatografia en columna utilizando
silica gel como fase estacionaria y como fases moviles: CH2Cl, para obtener 1-Ni y 2-Ni y
CH2Cl2/AcOEt 9:1 para obtener 3-Ni.
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Compuesto 1-Ni
Soélido naranja Rendimiento 46 % P.f.= 148-151 °C. Anal. Elem.
Observado C [%] 49.3 H [%0] 6.88. RMN de 'H (300 MHz,
CDCl3) 6 10.14 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H7), 7.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H4), 6.49 (d, J = 8.4, 1H, H5), 2.47 (dddtd, J = 17.1, 12.3, 10.0,
1-Ni 6.2, 2.5 Hz, 4H, H8), 1.50 — 1.29 (m, 24H, H9). RMN de 13C
(125.76 MHz, CDCls) 6 188.34 (s, C7), 173.74 (dd, J = 13.0, 7.0 Hz, C6), 171.26 (dd, J =
13.4, 7.1 Hz, C2), 128.66 (s, C4), 126.48 (t, J = 21.0 Hz, C1), 116.94 (d, J = 10.1 Hz, C3),
107.13 (d, J = 12.0 Hz, C5), 27.94 (ddd, J = 17.9, 14.0, 4.3 Hz, C8), 16.70 (d, J = 6.2 Hz,
C9). RMN de 3!P (202.47 MHz, CDCl3) & 193.67 (d, J = 326.2 Hz, Pp), 189.87 (d, J =
326.2 Hz, Pa).

Compuesto 2-Ni

Sélido verde Rendimiento 63 % P.f.= 234-236 °C. Anal.
Elem. Observado C [%] 53.33 H [%] 7.64. RMN de 'H (301
MHz, CDCl3) & 10.19 (s, 1H, H7), 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
H4), 6.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 1.51 (ddd, J = 12.7, 6.6, 1.7
Hz, 36H, H9). RMN de *3C (125.76 MHz, CDCl3) & 188.36 (s,
C7),174.42 (dd, J = 11.5, 6.7 Hz, C6), 171.85 (dd, J =12.5m 6.8 Hz, C2), 128.27 (s, C4),
126.04 (t, J = 20.1 Hz, C1), 116.71 (d, J = 9.5 Hz, C3), 106.95 (d, J = 11.5 Hz, C5), 39.58
(td, J=9.7, 4.1 Hz, C8), 27.93 (d, J = 4.6 Hz, C9). RMN de 3'P (121.65 MHz, CDCls) &
195.04 (d, J = 300.4 Hz, Py), 193.50 (d, J = 300.4 Hz, Pa).
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Compuesto 3-Ni
Sélido café-naranja Rendimiento 8 % P.f.= 217-219. Anal.
Elem. Observado N [%] 1.9 C [%] 55.57 H [%] 7.63.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 14.65 (s, 1H, H13), 12.39
(s, 1H, H9), 8.03 (s, 1H, H14), 7.64 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H4),
6.92 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H11), 6.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H5,
H12), 5.75 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H7), 3.53 (p, J = 6.4 Hz,
1H, H15), 2.48 — 2.35 (m, 4H, H19, H21), 2.24 — 2.15 (m,
3-Ni 2H, H17), 1.50 — 1.14 (m, 39H, H20, H22, H16), 0.96 (dd, J
= 14.4, 7.1 Hz, 3H, H18). RMN de 13C (125.76 MHz, CDCls) 6 167.91 (d, J = 10.6 Hz,
C6), 165.52 (s, C9, C12), 161.62 (d, J = 2.7 Hz, C13), 160.96 (s, C14), 131.85 (s, C11),
130.63 (s, C4), 124.44 (t, J = 21.4 Hz, C1), 115.20 (d, J = 6.7 Hz, C8), 113.94 (s, C10, C3),
110.35 (d, J = 8.1 Hz, C12), 106.42 (d, J = 9.9 Hz, C5), 57.08 (s, C15), 31.78 (d, J = 57.6
Hz, C7), 29.55 - 23.36 (m, C17, C19, C21), 18.45 — 15.39 (m, C16, C18, C20, C22). RMN
de 3P (161.97 MHz, CDCls) 6 185.53 (d, J = 324.9 Hz, Pp) 183.09 (d, J = 324.5 Hz, Py),
66.53 (s, Pc).

8.4 Sintesis de los compuestos (4, 5, 6, 7, 8, 9)-Ni a partir de 1-Ni, 2-Ni

En un tubo para microondas se coloco un equivalente de 1-Ni o 2-Ni (seguin sea el caso)
con 2.5 equivalentes del aminoalcohol seleccionado en 1.5 mL tolueno. La mezcla se
colocé en el microondas a una potencia de 300 W a 110 °C de temperatura por 2.5 horas.
Transcurrido el tiempo el producto se colocd en el rotavapor hasta observar la formacién de

un precipitado, posteriormente el producto se filtré a vacio, haciendo lavados con hexano.
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Compuesto 4-Ni
Sélido verde. Rendimiento: 80 %. P.f. = 128-131 °C. Anal.
Elem. Observado N [%] 2.82 C [%] 50.55 H [%] 7.28.
RMN de !H (500 MHz, CDCls) & (ppm) 8.51 (s, 1H, H7),
7.65 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H4), 6.46 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H5),
3.87 (t,J =4.6 Hz, 2H, H9), 3.72 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H8), 2.45
4-Ni (dh, J = 13.4, 6.8 Hz, 4H, H10), 1.52 — 1.16 (m, 24H, H11).
RMN de 13C (125.76 MHz, CDCl3) & 171.00 (dd, J = 12.4, 7.7 Hz, C6), 168.19 (dd, J =
12.9, 7.8 Hz, C2), 158.87 (s, C7) 126.86 (s, C4), 125.39 (t, J = 21.1 Hz, C1), 114.87 (d, J =
9.5 Hz, C3), 106.66 (d, J = 10.8 Hz, C5), 63.45 (s, C8), 62.44 (s, C9), 27.84 (ddd, J = 16.0,
10.3, 5.6 Hz, C10), 16.72 (d, J = 13.0 Hz, C11). RMN de 3P (161.97 MHz, CDCls)
189.31 (d, J = 326.1 Hz, Py) 186.75 (d, J = 326.1 Hz, Py).

Compuesto 5-Ni
Soélido verde Rendimiento 63 % P.f.= 131-133 °C. Anal.
Elem. Observado N [%] 2.8 C [%] 51.47 H [%] 7.54.
RMN de IH (500 MHz, CDCls) & 8.52 (s, 1H, H7), 7.68 (d,
13}/Q | tT<” J =8.4Hz, 1H, H4), 6.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 3.66 (d, J
a K = 5.8 Hz, 2H, H10), 3.47 (h, J = 6.2 Hz, 1H, H8), 2.45
5-Ni (ddddt, J = 16.6, 9.4, 7.2, 4.4, 2.2 Hz, 4H, H11), 1.48 — 1.32
(m, 24H, H12), 1.19 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H9). RMN de 3C (125.76 MHz, CDCls) & 170.97
(dd, J = 12.3, 7.8 Hz, C6), 168.16 (dd, J = 12.9, 7.6 Hz C2), 157.17 (s, C7), 127.01 (s, C4),
125.41 (t, J = 21.2 Hz, C1), 115.01 (d, J = 9.6 Hz, C3), 106.58 (d, J = 10.9 Hz, C5), 67.59
(s, C10), 67.22 (s, C8), 27.87 (td, J = 14.9, 6.2 Hz, C11), 18.52 (s, C9), 16.95 — 16.54 (m,
C12). RMN de 3P (161.97 MHz, CDCls) § 189.29 (d, J = 326.1 Hz, Pv), 186.71 (d, J =
326.1 Hz, P.).
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Compuesto 6-Ni

N/Y Solido verde. Rendimiento 62 % P.f.= 252-254 °C. Anal.
Elem. Observado N [%0] 2.81 C [%] 51.04 H [%] 7.40.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 8.47 (s, 1H, H7), 7.64 (d,
lﬁ“g_"{ J=8.3 Hz, 1H, H4), 6.45 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H5), 4.02 (t, J
= 7.1 Hz, 1H, H9), 3.78 — 3.56 (m, 1H, H8), 3.44-3.38 (m,
6-Ni 1H, H8), 2.52 — 2.37 (m, 4H, H11), 1.49 — 1.28 (m, 24H,
H12), 1.24 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H10). RMN de 13C (126 MHz, CDCl3) & 171.00 (dd, J =
12.4, 7.7 Hz, C6), 168.17 (dd, J = 12.8, 7.9 Hz, C2), 158.47 (s, C7) 126.90 (s, C4), 125.43
(t, J = 21.0 Hz, C1), 114.92 (d, J = 9.5 Hz, C3), 106.63 (d, J = 10.6 Hz, C5), 68.63 (s, C8),
67.63 (s, C9), 27.83 (q, J = 9.6 Hz, C11), 20.45 (s, C10), 16.89 — 16.44 (m, C12). RMN de

31p (202.47 MHz, CDCl3) & 189.20 (d, J = 325.9 Hz, Py), 186.96 (d, J = 325.9 Hz, P).

Compuesto 7-Ni
N/\/OH Solido verde. Rendimiento 88 % P.f.= 186-189 °C. Anal.
3 ) Elem. Observado N [%] 2.59 C [%] 53.25 H [%0] 7.69.
RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & 8.53 (d, J = 1.6 Hz, 1H,

1 O
12 1 10
13 %P—Ni—l'k{\ 11 H7),7.63(d, J =84 Hz, 1H, H4), 6.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
//\a él b
H5), 3.88 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H9), 3.72 (ddd, J = 6.2, 4.4, 1.4
7-Ni Hz, 2H, H8), 1.50 (ddd, J = 11.8, 9.3, 2.4 Hz, 36H, H11).

RMN de 3C (125.76 MHz, CDCls) § 171.68 (dd, J = 11.1, 7.9 Hz, C6), 168.69 (dd, J =
11.33, 7.73 Hz, C2), 158.87 (s, C7), 126.52 (s, C4), 125.01 (t, J = 20.41 Hz, C1), 114.60 (d,
J=8.9 Hz, C3), 106.44 (d, J = 9.8 Hz, C5), 63.28 (s, C9), 62.72 (s, C8), 39.41 (dt, J = 9.6,
5.3 Hz, C10), 27.97 (dd, J = 7.7, 4.3 Hz, C11). RMN de 3P (202.47 MHz, CDCls) &
191.52 (d, J = 300.3 Hz, Py), 189.49 (d, J = 300.4 Hz, Pa).
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Compuesto 8-Ni

Solido verde. Rendimiento 89 % P.f.= 199-202 °C. Anal.
Elem. Observado N [%] 2.59 C [%] 53.81 H [%] 7.99.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 8.54 (s, 1H, H7), 7.64
(d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 6.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 3.69
—3.64 (m, 2H, H10), 3.50 — 3.44 (m, 1H, H8), 1.54 — 1.47
(m, 36H, H12), 1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H9). RMN de *C
(125.76 MHz, CDCls) 6 171.62 (dd, J = 10.7, 7.4 Hz, C6),

169.65 (dd, J = 11.7, 7.7 Hz, C2), 157.24 (s, C7), 126.70 (s, C4), 125.03 (t, J = 20.4 Hz,
C1), 114.71 (d, J = 9.0 Hz, C3), 106.39 (d, J = 10.0 Hz, C5), 67.64 (s C10), 67.19 (s, C8),
39.42 (g, J = 6.4 Hz, C11), 27.98 (dd, J = 8.7, 4.2 Hz, C12), 18.56 (s, C9). RMN de 3P
(161.97 MHz, CDCls) & 191.58 (d, J = 300.3 Hz, Py), 189.27 (d, J = 300.4 Hz, Ps).

8.9 10
N/Y
5 7 OH
6
130 11
P—NI—P%IZ
RS

9-Ni

Compuesto 9-Ni

Sélido verde. Rendimiento 84 % P.f.= 247-202 °C. Anal.
Elem. Observado N [%] 2.57 C [%] 54.27 H [%] 8.07.
RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) 6 8.50 (d, J = 1.6 Hz, 1H,
H7), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H4), 6.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H5), 4.07 — 4.01 (m, 1H, H9), 3.69 — 3.62 (m, 1H, H8),
3.49 — 3.39 (m, 1H, H8), 1.53 — 1.48 (m, 36H, H12), 1.26
(d, J = 6.3 Hz, 3H, H10). RMN de 3C (125.76 MHz,

CDCls) 5 171.66 (dd, J = 10.6, 7.4 Hz, C6), 169.66 (dd, J = 11.6, 7.5 Hz, C2), 157.23 (s,
C7), 126.64 (s, C4), 125.05 (t, J = 20.4 Hz, C1), 114.63 (d, J = 9.1 Hz, C3), 106.43 (d, J =
10.2 Hz, C5), 68.72 (s, C8), 67.68 (s, C9), 39.42 (dt, J = 9.3, 5.3 Hz, C11), 27.98 (dd, J =
7.7, 4.3 Hz, C12), 20.42 (s, C10). RMN de 3P (161.97 MHz, CDCls) & 191.62 (d, J =
300.4 Hz, Py), 189.33 (d, J = 300.4 Hz, P.).
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8.5 Evaluacion citotéxica

Las evaluaciones de citotoxicidad se realizaron en el laboratorio de pruebas bioldgicas del
instituto de Quimica de la UNAM. Los compuestos 1-Ni, 2-Ni, 3-Ni 4-Ni, 5-Ni, 6-Ni, 7-Ni,
8-Ni, 9-Ni se trabajaron en un cultivo in vitro contra las lineas celulares glia de sistema
nervioso central (U251), préstata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-
7), pulmon (SKLU-1) y rifiédn de mono no cancerosa (COS-7). Las lineas fueron
proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancerologia de los Estados Unidos de
Ameérica (NCI). La citotoxicidad se determind empleando el colorante de unién a la
proteina sulforodamina B (SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el crecimiento
celular, reportado en los protocolos del NCI.*® Las lineas celulares fueron cultivadas en
medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero bovino fetal, 2mM de L-glutamina,
10,000 unidades/mL de penicilina G de sodio, 10,000 ug/mL de estreptomicina sulfato y 25
ug/mL de anfotericina B (Gibco) y 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco), en atmosfera

humidificada en 5 % de CO; a 37 °C. La incubacion o exposicion al compuesto duré 48h.

Una vez realizado el tratamiento de las células tumorales con los compuestos de prueba, se
determind la citotoxicidad utilizando el colorante de unién a la proteina sulforodanamina B
(SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el crecimiento celular.®® Las células fueron
retiradas del matraz de cultivo mediante un tratamiento con tripsina y se diluyeron con el
medio reciente. De esta suspension de células, se tomaron 100 pL que contenian entre
5000-10,000 células las cuales se pipetearon en una microplaca de 96 pocillos y el material
se incubd a 37 °C durante 24h en una atmosfera de CO- al 5%. Mas adelante, se afiadieron a
cada pocillo 100 uL de una disolucién de los compuestos a analizar. Los cultivos se
expusieron durante un periodo de 48h con una concentracion de 10 uM en MeOH. Después
de este periodo, las células se fijaron al sustrato plastico mediante la adicion de 50 uL de
acido tricloroacético acuoso 50% frio. Las placas se incubaron a 4°C durante 1h, se lavo
con agua del grifo y se seco al aire. Las células fijadas con acido tricloroaceético se tifieron
con la adicion de 0.4 % de SRB. La solucion de SRB libre se elimind mediante lavado con
acido acético acuoso al 1 %. Las placas se secaron al aire y el colorante unido se solubiliz6

mediante la adicion de un buffer tris (100 uL). Las placas se agitaron durante 10 min, y la
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adsorcion se determind a 515 nm usando un detector de placas ELISA (Bio-Tex-

Instruments).
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10. Anexos

Tabla 11. Datos Cristalograficos y refinamiento de la estructura del compuesto 3-Ni.

Formula empirica

Peso molecular (uma)
Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen

4

Densidad (calculada)
Coeficiente de adsorcion
F(000)

Tamafo del cristal

Rango 0 para la coleccion de datos
Rango de los indices
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Completitud para 0 = 25.242°
Correccion de Absorcion
Transmision max. y min.
Meétodo de refinamiento

Datos / Restricciones / Parametros
Calidad de ajuste de F?

Indices R finales [1>20(1)]

indices R (todos los datos)
Diferencia mayor pico/hueco

C35H57CINNIOsP3

758.88

296(2) K

0.71073 A

Triclinico

P-1

a=10.8032(2) A a=101.1840(10)°.
b =10.9555(2) A B=91.6870(10)°.
¢=17.5305(3) A y=96.8100(10)°.
2018.12(6) A3

2

1.249 Mg/m3

0.703 mm*

808

0.367 x 0.351 x 0.227 mm3

1.901 a 25.390°

-13<=h<=13, -13<=k<=13, -21<=I<=21
38233

7389 [R(int) = 0.0229]

99.9 %

Semiempirico de equivalentes
0.7452 and 0.6997

Minimos cuadrados de matriz completa
de F?

7389 /98 / 465

1.037

R1=0.0281, wR2 =0.0785

R1 =0.0304, wR2 = 0.0804
0.423y-0.320 ¢
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Tabla 12. Datos Cristalogréaficos y refinamiento de la estructura del compuesto 7-Ni.

Formula empirica C25H44CINNIO3P2

Peso molecular (uma) 562.71

Temperatura 100(2) K

Longitud de onda 0.71073 A

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P2i/c

Dimensiones de la celda unitaria a=19.9202(8) A a=90°.

b=7.8637(3) A B=114.3170(10)°.
¢ =20.1927(8) A y=90°

Volumen 2882.5(2) A3

Z 4

Densidad (calculada) 1.297 Mg/m®

Coeficiente de adsorcion 0.902 mm*

F(000) 1200

Tamario del cristal 0.378 x 0.310 x 0.140 mm?

Rango 0 para la coleccion de datos 2.028 to 25.568°

Rango de los indices -24<=h<=24, -9<=k<=9, -24<=|<=24

Reflexiones colectadas 26036

Reflexiones independientes 5393 [R(int) = 0.0267]

Completitud para 0 = 25.242° 99.9 %

Correccion de Absorcién Semiempirico de equivalentes

Transmision max. y min. 0.7452 and 0.6952

Método de refinamiento Ml’nizmos cuadrados de matriz completa
de F

Datos / Restricciones / Parametros 5393/222 /384

Calidad de ajuste de F? 1.033

Indices R finales [1>2a(1)] R1=0.0347, wR2 = 0.0765

Indices R (todos los datos) R1=0.0393, wR2 = 0.0794

Diferencia mayor pico/hueco 0.437 and -0.809 e. A"
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Tabla 13. Datos Cristalogréaficos y refinamiento de la estructura del compuesto 9-Ni.

Formula empirica

Peso molecular (uma)
Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen

4

Densidad (calculada)
Coeficiente de adsorcion
F(000)

Tamafo del cristal

Rango 0 para la coleccion de datos
Rango de los indices
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Completitud para 0 = 25.242°
Correccion de Absorcion
Transmision max. y min.
Meétodo de refinamiento

Datos / Restricciones / Parametros
Calidad de ajuste de F?

Indices R finales [1>20(1)]

indices R (todos los datos)
Diferencia mayor pico/hueco

CosH46CINNIO3P2

576.74

100(2) K

0.71073 A

Monoclinico

P21/m

a=10.3653(3) A o= 90°.

b =12.2472(4) A B=92.0940(10)°.
c=11.7025(4) A y =90°.
1484.59(8) A3

2

1.290 Mg/m3

0.877 mm*

616

0.357 x 0.355 x 0.186 mm?®

1.966 to 25.390°

-12<=h<=12, -14<=k<=14, -14<=I<=14
16772

2866 [R(int) = 0.0366]

99.9 %

Semiempirico de equivalentes
0.7452 and 0.6559

Minimos cuadrados de matriz completa
de F?

2866 /3 /199

1.071

R1 =0.0364, wR2 =0.1107
R1=0.0381, wR2 =0.1123

0.634 and -0.395 e A
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Figura 95. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 97. Espectro de correlacion heteronuclear HMBC [*H-'3C] del compuesto 3-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 100. Espectro de RMN de 3P{*H} del compuesto 4-Ni. CDCls, 25°C, 161.97 MHz.

132



H11 H13

CHCI,

H7 H9 HS8 HI10HI2

L J

H11 H13

H10H12

HS8

=
o=
T
B

f1 (ppm)

CHCl,

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
f2 (ppm)

Figura 101. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 4-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 107. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 5-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 113. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 6-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 115. Espectro de correlacion heteronuclear HMBC [*H-'3C] del compuesto 6-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 116. Espectro de RMN de *H del compuesto 7-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 117. Espectro de RMN de **C{*H} del compuesto 7-Ni. CDCls, 25°C, 125.76 MHz.
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Figura 119. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 7-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 120. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC [*H-'3C] del compuesto 7-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.

152



H11 H13

CHCl,
13
H7 H4 HS H9 HS
7-Ni L L | _M #ULLL
—] N ' Lo
9 I
0
. 20
C11 C13 2 084
Cc1l0cC12 \ |40
C8
60
9 8 K ?
CHCI1 3
3 b ] ]} 80
}
cs [} Fi00 ¢
c3 ] ¢ g
] ¢ ¢ ﬂ 120 &
C4 2—! ] L} M
5 140
C7 0 ) . - 160
o ] {
Co6 1 B ’ |
0 180
0
8 200
i
g 220
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 9.0 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00 -05 -1.0

f2 (ppm)

Figura 121. Espectro de correlacion heteronuclear HMBC [*H-'3C] del compuesto 7-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 122. Espectro de RMN de H del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 400 MHz.
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Figura 123. Espectro de RMN de 3*C{*H} del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 125.76 MHz.
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Figura 124. Espectro de RMN de 3P{*H} del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 161.97 MHz.
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Figura 125. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-'H] del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 126. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC [*H-'3C] del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 127. Espectro de correlacion heteronuclear HMBC [*H-'3C] del compuesto 8-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 128. Espectro de RMN de *H del compuesto 9-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 130. Espectro de RMN de 3P{*H} del compuesto 9-Ni. CDCls, 25°C, 161.97 MHz.
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Figura 131. Espectro de correlacion heteronuclear COSY [*H-H] del compuesto 9-Ni. CDCls, 25°C, 500 MHz.
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Figura 132. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC [*H-'3C] del compuesto 9-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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Figura 133. Espectro de correlacion heteronuclear HMBC [*H-'3C] del compuesto 9-Ni. CDCls, 25°C, 500, 125.76 MHz.
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