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Resumen

Las proteinas quinasas son enzimas que activan un gran numero de procesos biolégicos
en la célula, algunos de ellos, asociados directamente con el desarrollo del cancer. Al
respecto, se ha reportado que algunos compuestos de Ru(ll) con ligantes de
indolocarbazol como la staurosporina, han tenido gran influencia en el disefio de nuevos
compuestos de Ru(ll) como agentes inhibidores de proteinas quinasas en la via de

sefalizacion Hippo.

Por su parte, nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en estudiar la actividad
citotoxica y los mecanismos de accién de compuestos ciclometalados con un ligante C*N
(C”N = 2-fenilpiridina ciclometalada). Los prometedores resultados observados en ambas
clases de compuestos (compuestos ciclorutenados y compuestos con ligantes derivados

de la staurosporina), inspir6 el desarrollo del presente trabajo.

Inicialmente se pensé que el incorporar la staurosporina como ligante a los compuestos
ciclorutenados estudiados en nuestro grupo, aportaria informacion valiosa para el disefio
racional de farmacos mas eficientes y menos toxicos a los empleados actualmente en la
guimioterapia. En este escrito se presenta la sintesis de dos nuevos compuestos
ciclometalados de rutenio, empleando como ligantes moléculas inspiradas en la

staurosporina.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades con gran incidencia y que provoca mas muertes
a nivel mundial; tan solo en 2018 se registraron mas de 18 millones de casos y mas de
9 millones de muertes asociadas a este padecimiento. Segun estimaciones de la
organizacion mundial de la salud, para el 2040 la incidencia de casos de cancer se
incrementard mas del 60% (>11 millones de casos) y la mortalidad aumentara en un 71%

(>6 millones de muertes) [1].

Entre los tratamientos oncoldgicos disponibles, uno de los mas empleados es la
quimioterapia, que actua previniendo la division celular y desencadenando la muerte de
las células cancerosas por diversos mecanismos [2]. El farmaco cisplatino y algunos
derivados como el carboplatino y el oxaliplatino son de los mas utilizados actualmente
en la clinica para el tratamiento de numerosas formas de cancer humano, aunque su
valor terapéutico esta limitado por la toxicidad dependiente de la dosis y la resistencia
adquirida. En total, un paciente puede experimentar cualquier combinacion de alrededor
de 40 efectos secundarios que van desde diarrea, vomito, alopecia, astenia hasta
nefrotoxicidad en el caso del cisplatino, mielosupresion en el caso del carboplatino y
neurotoxicidad por parte del oxaliplatino. Los efectos secundarios pueden requerir que

los pacientes suspendan el tratamiento [3].

Por estas razones, se esta investigando una variedad de compuestos a base de otros
metales como agentes anticancerosos alternativos. Algunos compuestos con metales de
transicion del grupo VIII (hierro, rutenio y osmio) son muy prometedores ya que han
demostrado una alta actividad citotoxica en células cancerigenas y una menor toxicidad
en células sanas en comparacion con complejos de platino. Tomando en cuenta estas
ventajas, nuestro grupo de investigacion ha preparado complejos ciclometalados de

rutenio(ll) (RDC) y osmio(ll) (ODC) altamente toxicos en células cancerosas [4].

El emplear rutenio resulta de particular interés ya que en comparacion con el platino, el
rutenio tiene un mayor nimero de coordinacion (usualmente 6 sitios vacantes), adquieren

diversas geometrias (octaédrica, bipiramide trigonal, medio sandwich, entre otras) y
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varios estados de oxidacion (comiunmente 0, +2, +3 y +4 aunque se han reportado
compuestos con estados de oxidacion desde -2 hasta +8). Ademas, se considera menos
toxico, aparentemente porque puede entrar en las rutas metabdlicas del hierro e ingresar
a las células cancerosas por los receptores de transferrina sobreexpresados en la
superficie celular, actuando como un farmaco dirigido [2]. Otra de sus propiedades
destacables, es que los compuestos basados en Ru(ll) pueden funcionar también como
fotosensibilizadores en la terapia fotodinAmica, que ha demostrado ser una nueva

modalidad de oncoterapia eficaz y no invasiva [5].

En la gama de compuestos de rutenio estudiados para tratar el cAncer destacan los
complejos NAMI-A, KP1019, KP1339y TLD-1433 ya que lograron entrar a fases clinicas,
asi como DW1/2 que entr6 a fases preclinicas. EI compuesto de Ru(ll), DW1/2 y
complejos derivados con ligantes de alcaloides de indolocarbazol como la staurosporina,
han tenido gran influencia en el disefio de nuevos compuestos de Ru(ll) como agentes
anticancerosos por presentar una notable actividad citotéxica en el rango nanomolar y

se ha comprobado que actian como inhibidores de proteina quinasas [2].

Los resultados prometedores que ha mostrado esta clase de compuestos, inspir6 el
desarrollo del presente trabajo. En este escrito se presentan varios intentos realizados
para sintetizar cuatro nuevos complejos ciclometalados de rutenio con ligantes derivados
de la staurosporina y se esperaba en este afio poder realizar estudios sobre su posible

actividad biolégica como una extension a este proyecto.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; en 2018 ocasion6é mas de 9
millones de defunciones. Casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta
enfermedad y cerca del 70% de las muertes asociadas a cancer se registran en paises
de ingresos medios y bajos, debido en gran medida, a limitantes econémicas para

someterse a un tratamiento y a la falta de deteccién temprana [6].

Frecuentemente el cancer se asocia como una condicion Unica, aunque en realidad
consiste en mas de 100 tipos diferentes. Estas enfermedades se caracterizan por un
crecimiento y propagacion descontrolada de células anormales, que suelen acumularse
en una masa o tumor amorfo [7]. Las células cancerosas pueden adquirir resistencia a la

quimioterapia y a la radioterapia, lo que ha dificultado conseguir un tratamiento efectivo

[8].

Aunque las causas del cancer siguen siendo en gran medida desconocidas,
normalmente se asocia a factores genéticos y a tres categorias de agentes carcindbgenos
externos: agentes fisicos (radiaciones ultravioletas e ionizantes), agentes biologicos
(determinados virus, bacterias y parasitos) y agentes quimicos (componentes del humo
de tabaco, contaminantes del agua como el arsénico, entre otros) [6]. Por otra parte, se
ha observado que factores como la edad avanzada, la obesidad, la inactividad fisica y

los malos habitos alimenticios aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad [9].

El cAncer puede surgir en practicamente cualquier parte del cuerpo (sangre, huesos, piel,
ojos, colon, vejiga, prostata, estbmago, senos, pulmones, higado, pancreas, ovarios
entre otros sitios) y comportarse de manera diferente segun su tejido de origen y ademas,
puede seguir un proceso metastasico. La metastasis se caracteriza por una serie de
pasos secuenciales: la formacion de un tumor primario, el proceso de angiogénesis, el
transito de las células diseminadas en el torrente sanguineo y la colonizaciéon para formar

un tumor secundario al llegar a un sitio secundario adecuado (Figura 1) [10].
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Figura 1. Pasos del proceso metastasico [10].

Los cinco tipos de cancer con mayor incidencia en el 2018 a nivel mundial, fueron el
cancer pulmonar (11.6%), el mamario (11.6%), el colorectal (10.2%), de prostata (7.1%)
y el gastrico (5.7%); asimismo, los que causaron un mayor numero de fallecimientos en
ese afio fueron el pulmonar (18.4%), el colorectal (9.2%), el gastrico (8.2%), el hepatico

(8.2%) y el mamario (6.6%) como se puede observar graficamente en la Figura 2 [1].
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Nimero de nuevos casos en 2018, ambos sexos, todas las edades

Pulmén
2093 876 (11.6%)

Mama
2 088 849 (11.6%)
Otros cdnceres
7 753 946 (42.9%) Colorectal
1849 518 (10.2%)
Prostata
1276106 (7.1%)
Cervicouterino Estémago
569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%)
Esdfago Higado
572 034 (3.2%) 841080 (4.7%)

Total: 18 078 957 casos

Numero de muertes en 2018, ambos sexos, todas las edades

Pulmén
1761007 (18.4%)

Otros cdnceres
3422 417 (35.8%)

Colorectal
880792 (9.2%)
Prdstata Estdmago
358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Pancreas Higado
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)
Es6fago Mama
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total: 9 555 027 muertes

Figura 2. Nuevos casos de cancer en el mundo registrados en 2018 (arriba), muertes asociadas a cancer
en 2018 (abajo) [1].
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Segun predicciones del “Global Cancer Observatory”, se estima que en 20 afios habrd un
aumento de personas con cancer del 63% y un aumento en el indice de mortalidad de
mas del 71% (Tabla 1) [1].

Tabla 1. Estimacion de nuevos casos de cancer y mortalidad asociada a nivel mundial en el 2040 [1].

Numero en 2018 | Numero en 2040 Cambio demogréfico
Incidencia 18,078,957 29,532,994 11,454,037 (+63.4%)
Mortalidad 9,555,027 16,388,459 6,833,432 (+71.5%)

todos los tipos de cancer, ambos sexos y todas las edades

El tratamiento para los distintos tipos de cancer depende de sus respectivas

particularidades, pero en general los tratamientos disponibles son los siguientes [11]:
Cirugias: remueve un tumor solido mediante una intervencion quirdrgica.

Radioterapia: usa altas dosis de energia de rayos X o rayos gama para dafar el

ADN y matar células cancerosas.
Quimioterapia: se utilizan farmacos para matar células cancerosas.

Hormonoterapia: se bloquean hormonas que nutren algunos tipos de cancer como el

de mamay de préstata.

Otros: incluyen el trasplante de médula 6sea, la inmunoterapia y la terapia

dirigida.

Una de las mayores preocupaciones en el sector salud a nivel mundial, es que
actualmente no existe una terapia oncolégica que pueda curar la mayoria de las formas
de tumores diseminados, por lo que es primordial y necesario el desarrollo de nuevos

farmacos activos [2].
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2.2 Metales de transicion como agentes anticancerosos

Se tiene reporte de una enorme cantidad de compuestos organicos e inorganicos que
han sido estudiados como agentes anticancerosos, no obstante, los metales de
transicion ofrecen caracteristicas Unicas que pueden ser aprovechadas en sistemas

bioldgicos, que incluyen [12]:

Variacion de la carga: dependiendo de su esfera de coordinacion, pueden
formar especies catidnicas, anidnicas 0 neutras.

Asimismo, los iones cargados positivamente en
disolucion acuosa se pueden enlazar a moléculas

biolégicas cargadas negativamente.

Estructura: los metales se pueden coordinar a un mayor namero de
ligantes en comparacion con un atomo de carbono,
consiguiendo geometrias, longitudes y angulos de enlace
gue no pueden tener las moléculas organicas
convencionales. Ademas, el incremento en los ligantes
conlleva a un aumento en las posibilidades estructurales
gue se pueden explorar. Por ejemplo, un centro metalico
hexacoordinado puede tener hasta 30 estereoisomeros
(ver Nota 1), en contraste con los 2 que puede tener un

carbono con 4 ligantes (Figura 3).

Interaccion metal-ligante: las propiedades termodindmicas y cinéticas de las

interacciones metal-ligante influyen en las reacciones de
intercambio de los ligantes cuando interactian con

moléculas biolégicas.

Nota 1. Los estereoisomeros quirales (enantiomeros y diastereoisomeros) son fundamentales en la
preparacion de compuestos destinados a actuar en organismos con fines terapeduticos. En la mayoria de
los procesos bioldgicos, la interaccion farmaco-receptor es analoga a la unién de dos piezas de un
rompecabezas, pues solo la molécula con la configuracion adecuada “encajara” en el sitio activo del
receptor y el farmaco presentara un efecto mayor cuanto mejor sea esta compatibilidad [13].
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debido a la alta afinidad electronica, la mayoria de los
iones metalicos pueden polarizar facilmente grupos que

se coordinan con ellos, lo que facilita su hidrdlisis.

influye en las propiedades magnéticas y electronicas que

pueden tener los complejos.

El estado de oxidacion de los iones metalicos es
importante para el desempefio de muchas de las
reacciones enzimaticas. Frecuentemente, los iones
metalicos participan en la acumulacion de carga en sitios
redox activos y sirven para activar los sustrato. De hecho,
es posible controlar el potencial redox de los complejos
de tal manera que se pueden favorecer reacciones redox
con sustratos biolégicos.

Aumento de
oportunidades A
estructurales Em, | B

0” | ¢
F

v

< 2 estereoisomeros < 30 estereoisomeros

terapéuticos.

Figura 3. Nimero de posibles estereocisémeros como indicador de oportunidades estructurales que puede
proporcionar un solo atomo central [14].

En los afios 1960, Barnett Rosenberg descubrié que la molécula de cisplatino era un
agente anticanceroso, con tazas de supervivencia del paciente por arriba del 90% en el
tratamiento de cancer testicular [15]. A pesar de su trascendental éxito, el valor
terapéutico del cisplatino se vio limitado por la toxicidad dependiente de la dosis, la
resistencia adquirida y un gran numero (alrededor de 40) de efectos secundarios que
causa, entre los que se incluyen vémito, alopecia, astenia y nefrotoxicidad [3]. Desde

entonces, ha habido un gran interés en complejos de Pt(ll) y otros metales para fines
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La quimioterapia se ha revolucionando enfocdndose en un disefio racional de
compuestos inorganicos para mejorar la actividad terapéutica en los diferentes tipos de
cancer. Se han sintetizado y probado en células cancerosas mas de 3,000 derivados de
platino y se han explorado otros compuestos de coordinacion de oro, rutenio, titanio,

cobre, entre otros, que tienen registros en fases preclinicas y clinicas (Figura 4) [12].

Los compuestos a base de Pt(ll) (por ejemplo cisplatino, carboplatino, oxaliplatino y
lobaplatino) son el tratamiento de primera linea en varios tipos de cancer, ya sea solos,
en combinacion con radioterapia o con otros medicamentos antitumorales. Sus efectos
citotoxicos son el resultado de la formacion de aductos con el ADN (Figura 5), que por
muchos afos fue el principal blanco para generar la apoptosis. Sin embargo, en la
actualidad se conocen otras vias de accién que han sido estudiadas para complejos de
Pt, Au, Ru, Ti, Pd, Ir Cu, V, Co, Gay Os que se resumen en la Figura 6 [15].
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Figura 4. Evolucién de los complejos de coordinacién a partir del cisplatino en la terapia del cancer [12].
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Figura 5. Activacion del cisplatino y dafio al ADN. A) Activacion del cisplatino por el intercambio de cloruro
por moléculas de agua. B) Formacion de enlaces covalentes del cisplatino con el ADN [16].
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Figura 6. Esquematizacion de los mecanismos de accién de complejos metélicos que promueven la
muerte celular [15].
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2.2.1 Rutenio como agente anticanceroso

Entre los diversos metales de transicibn empleados como agentes anticancerosos, los
compuestos de rutenio son una opciébn muy atractiva e intrigante en comparacion a la
guimioterapia basada en platino. En contraste a los compuestos de Pt(ll) que solo forman
complejos cuadrados planos, el rutenio tiene hasta seis sitios de coordinacion
permitiendo que los complejos puedan adquirir diferentes geometrias (octaédrica,
bipiramide trigonal o piramide de base cuadrada) y puedan ocupar un mayor nimero de
posiciones espaciales, permitiendo la exploracién de una mayor y variada gama de
ligantes. Los ligantes juegan un papel fundamental ya que tienen diferentes cinéticas de

intercambio que pueden modular la reactividad del complejo [15,17].

Por otro lado, los complejos de rutenio pueden existir en multiples estados de oxidacion
(I, nry 1IvV) bajo condiciones fisioldgicas, una ventaja en el ambiente reductor de los
tejidos cancerosos [15]. Aunado a esto, son activos en algunas lineas celulares
resistentes a cisplatino, presentan multiples mecanismos de accion que conllevan a la

muerte celular (Figura 6) y tienen menor toxicidad que los complejos de platino [2].

La menor toxicidad del rutenio se debe en parte a la capacidad del Ru(lll) de utilizar los
mecanismos de transporte del hierro, es decir, puede unirse a moléculas biolégicas en
el torrente sanguineo como la albumina y la transferrina, disminuyendo asi la
concentracion de rutenio en el plasma sanguineo y aumentando la concentracion que
puede llegar a las células de cancer. Ademas, el rutenio tiene una mayor selectividad a
células tumorales con receptores de transferrina sobreexpresados que a tejidos sanos
[12,15,18].

2.2.1 Citotoxicidad de compuestos de rutenio(ll).

Hay una gran cantidad de complejos de rutenio con diferentes ligantes que han sido
probados o estan siendo estudiados como potenciales agentes anticancerosos. Hasta
ahora los compuestos de rutenio(lll) NAMI-A, KP1019, (N)KP1339 y de rutenio(ll)
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TLD1433 han llegado a diferentes fases de ensayos clinicos (Figura 7) [19]. Para aceptar
un nuevo tratamiento, el farmaco tiene que pasar por distintas fases de ensayos clinicos
(I-IV) en humanos. Cada fase tiene objetivos diferentes [20]:
Fase I: definir la maxima dosis tolerable y realizar estudios farmacocinéticos.
Fase |I: establecer la eficacia del farmaco candidato y evaluar los efectos
secundarios.
Ease lll: comparar si el tratamiento es mejor que un tratamiento estandar.

Fase IV: vigilancia post-comercializacién de efectos secundarios a largo plazo.

~ _NH N L NH
_ N N
N CLT y ClcRI \Cl
N Ru u
o ™ CI™ e I ® CI™" vy
i lu’\cI H /N\ /N\ HN N\
arRig, s HN HN Na*
N N
el
HN HN L _ L _
NAMI-A KP1019 (N)KP1339 TLD1433

Figura 7. Estructuras de los complejos de rutenio estudiados en fases clinicas [19].

El primero en entrar a ensayos clinicos fue el imidazolio de trans-[tetracloro(dimetil
sulfoxido)(imidazol)rutenato(lll)] (NAMI-A) estudiado por el grupo de Alessio. Este
compuesto presento una baja citotoxidad pero fue capaz de inhibir hasta en un 100% la
metastasis de los tumores de cancer de pulmon de células no pequefias (non small cell
lung cancer) en la fase | de las pruebas clinicas [21]. El éxito en el control de la metastasis
fue asociado en parte con la disminucién de la angiogénesis tumoral, pero también a que
el compuesto NAMI-A se enlaza selectivamente a las células metastasicas que tienen
diferencias significativas a las células del tumor primario (Figura 8) [22]. Sin embargo,
en la fase Il de los ensayos clinicos, mostré una eficacia limitada en la progresion de la

enfermedad, lo que restringio la realizacion de mas estudios [19].
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Figura 8. Efecto anti-metastésico selectivo por NAMI-A y una disminucién menor del tumor primario [22].

El compuesto KP1019 sintetizado por el grupo de Keppler y relacionado estructuralmente
al NAMI-A, logré entrar a la primera fase clinica en pacientes con cancer de colon. Este
compuesto actua rompiendo el equilibrio redox en la célula, lo que bloquea la sintesis de
ADN e induce la apoptosis a través de la via mitocondrial. Sin embargo, la baja
solubilidad en agua limitd que se siguiera estudiando. Actualmente, su versién soluble

en agua, la sal de sodio (N)KP1339 se encuentra en pruebas clinicas [19].

Asimismo, el TLD1433 es un compuesto polipiridinico de Ru(ll) que esta en fase Il de
ensayos clinicos en el tratamiento de cancer de vejiga con terapia fotodindmica (Ver Nota
2). El TLD1433 sintetizado por McFarland, mostré propiedades anticancerosas y

fototdxicas intrinsecas con un ICso en el rango micromolar [19,23].

Nota 2. La terapia fotodinamica (PDT) es un tratamiento que requiere luz y la aplicacion sistémica o local
de un compuesto o medicamento, a veces denominados como agentes fotosensibilizantes. Clinicamente
se utiliza para tratar diversas afecciones, incluida la psoriasis, la aterosclerosis, canceres malignos, entre
otros. Los medicamentos solo funcionan después de haber sido activados por ciertos tipos de luz y el
efecto se limita a la regién donde se combinan la luz y el farmaco para que se destruya el tejido maligno,
mitigando asi los efectos secundarios asociados con la quimioterapia [24,25].
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Ademas de los compuestos de coordinacion como el NAMI-A y el KP1019, varios tipos
de compuestos organometalicos tienen potencial como agentes inhibidores de tumores.
Los complejos més exhaustivamente estudiados son la familia de los compuestos tipo
medio sandwich mejor conocidos como piano-stool (silla de piano), caracterizados por
tener tres sitios de coordinacion del atomo de rutenio ocupados por un anillo aroméatico
neutro o anionico [26]. Entre los compuestos con un ligante areno neutro, se encuentra
la familia de compuestos denominados RAPTA, que ya han sido evaluados en modelos

pre-clinicos [12].

Los compuestos RAPTA tienen la férmula general [Ru(nes-areno)Cl2(PTA)] (Figura 9).
Estructuralmente, cuentan con un ion de Ru(ll) estabilizado por un ligante areno, la
fosfina anfifilica PTA (PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano) y dos ligantes
labiles que usualmente son cloruros. Los compuestos RAPTA-T y RAPTA-C exhibieron
baja toxicidad in vivo y demostraron una accién notable sobre los tumores metastasicos
[12,26]. Interesantemente, las respuestas en sistemas biolégicos de los compuestos
RAPTA pueden modularse de manera sistematica manipulando los grupos unidos al

anillo areno [2,23].

~
cl [’\)I\? cl <P\)N> °© o <P\)N>
N/ N/ SN
RAPTA-C RAPTA-T RAPTA-EA

Figura 9. Compuestos RAPTA en fase preclinica [23].
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2.2.2 Compuestos ciclometalados de rutenio

La ciclometalacidn se refiere a la activacion de un enlace C-R mediada por un metal de
transicion para formar un metalociclo que comprende un nuevo enlace o metal-carbono
(Figura 10). Tipicamente, hay una coordinacion inicial del centro metalico a través de un
atomo donador y posteriormente ocurre una activacién intramolecular del enlace C-R,
gue cierra el ciclo metalico. La activacion efectiva del enlace C-R frecuentemente es un
proceso asistido por heteroatomos donantes como N, O, P, S, Se y As, aunque también

se conocen casos de activacion de enlaces C-R asistidos por carbono [27].

Xn—‘l Lm—‘l

+ MX.L, —_

—-L,-RX

O“xg/m

C-R

C= Calquilof Carilc; calqut-_\ni]o
E=N,O, P, S, As, Se, C
R=H,C,N,O,Si P

Figura 10. Reaccién de ciclometalacion [27].

La ciclometalacion puede ocurrir a través de distintos mecanismos, como la activaciéon
de C-H por el atomo de metal, la transmetalacion, mediante una adicion oxidativa, entre
otros [27]. En este contexto, nuestro grupo de investigacién fue pionero en sintetizar y
estudiar una serie de complejos ciclometalados de Ru(ll) (Figura 11), denominados
RDC (Ruthenium Derived Compounds). [28,29,30].

Previo a los estudios biolégicos realizados por nuestro grupo de investigacion, algunos
de los compuestos de Ru(ll) que se habian probado como agentes anticancerosos,
contienen ligantes polipiridinicos que se unen débilmente al metal a través de un N, por
lo que es muy factible que en algdn momento en pruebas in vivo, los ligantes se disocien

del metal y aminoren su actividad. En cambio, se razoné que en los RDC al tener un
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enlace C-M o-estabilizado por la coordinacién intramolecular de un heteroatomo, los
ligantes podrian permanecer unidos al metal durante todo el proceso bioldgico, mientras
gue los ligantes mas labiles podrian disociarse y unirse a moléculas como a proteinas o
al ADN [28].

Aunado a lo anterior, en otros estudios realizados por nuestro grupo de investigacién, se
observo que los RDC son mediadores muy eficientes en la transferencia de electrones
hacia o desde sitios activos oxidados o reducidos de enzimas redox [31], por lo que se
decidi6 probar la actividad en células tumorales y se compararon con la actividad del
cisplatino y de los compuestos de coordinaciéon C1 y C2. Los resultados presentados en
la Tabla 2, demostraron que algunos RDC tienen una citotoxicidad igual o mayor que el
cisplatino, al igual que una mayor eficiencia en comparacion a las dos referencias de

compuestos de coordinacion [28].

+

+
<o PFe NCMe PFg
|

| _.wNCMe
=
RDC6 RDC9

RDC13 RDC24
Figura 11. Ejemplos de RDCs [26,28].
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Tabla 2. Comparacion entre la citotoxicidad de los RDC, del cisplatino y de compuestos de coordinacion
(Cly C2) en distintas lineas celulares. Valores de ICso reportados en uM [28].

Linea celular

A-172 HCT-116 RDM-4

(cancer de cerebro)  (cancer de colén) (linfoma)
RDC6 4.8 3 30
RDC9 1.7 3 10
RDC11 1.9 3 10
RDC12 3 3 10
RDC13 12 10 10
RDC24 15 5 -
RDC37 --- <2 -
Cisplatino 3.9 3 3
C1l 5 20 -
Cc2 >50 >50 —

En la familia de los RDCs, el compuesto RDC11 fue uno de los que presenté resultados
muy prometedores y por lo tanto, uno de los mas estudiados por nuestro grupo de
investigacion. Entre las ventajas observadas, las células no mostraron resistencia al
RDC11 en pruebas in vitro con distintas lineas celulares cancerosas en contraste con el
cisplatino (Tabla 3), y no presento efectos secundarios severos en higado, pulmoén o en
el sistema neuronal en ensayos con ratones. Ademas, se demostré que los RDCs se
concentraban tanto en el ntcleo como en el reticulo endoplasmico, lo que esta asociado
a la activacién de diferentes vias de sefializacion y se asocia con la mayor citotoxicidad
exhibida [21].

Por otro lado, se observo que el aumento de la planaridad del ligante incrementa la
lipofilicidad de algunos complejos de rutenio. La relacion estructura-actividad revel6 que

la mayor lipofilicidad incrementa significativamente la captacion celular que puede ser
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parcialmente responsable de la mejor respuesta en la toxicidad [19]. Interesantemente,
la capacidad de los RDCs para interactuar con el ADN, su potencial redox y su
selectividad a células de cancer de diferentes tejidos, cambia dependiendo de las
caracteristicas de los ligantes enlazados al rutenio. Este control en las propiedades
dependiente de los ligantes, brindan la esperanza de que sea posible generar
medicamentos de una misma familia de compuestos pero dirigidos a diferentes tipos de

cancer [21].

Tabla 3. Comparacion entre la citotoxicidad del cisplatino y del RDC11 en distintas lineas celulares.
Valores de ICso reportados en uM. [21].

Linea celular Cisplatino RDC11
TK6-WT (céncer en la sangre) 6 3
TK6-NH32 (cancer en la sangre) 12 4
2008-WT (cancer cervical) 10 5
2008 ATP7B (cancer cervical) 25 6
A2780 WT (cancer de ovario) 10 2
A2780/CIS(cancer de ovario) 30 25
U87 WT (cancer de cerebro) 10 7.5
U87/CIS (cancer de cerebro) 25 8.5

WT= sensible a cisplatino, CIS= resistente a cisplatino

El enlace organometalico carbono-metal confiere propiedades Unicas en cuanto a la
estabilidad y potencial redox del complejo, y se ha demostrado que juegan un papel
fundamental en la actividad citotoxica. De hecho, los RDCs han mostrado una
citotoxicidad in vitro superior a los equivalentes complejos de coordinacion de Ru(ll) con
ligantes bi o tridentados. Muchos de los RDCs han presentado valores de IC50<10 uM,
mientras que se obtuvieron ICs0> 50 yM en compuestos donde el enlace C-Ru esta
ausente, como en [Ru(phen)2(MeCN)2](PFs)2 o [Ru(bipy)s](PFe)2 (phen = 1,10-
fenantrolina; bipy = 2,2'-bipiridina), que son los equivalentes polipiridinicos de RDC11 y
RDC34 respectivamente [26].
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Con base en los ejemplos publicados en la literatura y los observados por nuestro grupo
de investigacion, resulta muy dificil predecir el comportamiento que tendran los
complejos ciclometalados de rutenio. Por ejemplo, el compuesto 4 (Figura 12) tuvo un
comportamiento inesperado [5,26]; los estudios en células de melanoma humano (SK-
MEL-28) mostraron que 4 no era toxico en la oscuridad (ECs0>300 uM), pero si presento
un alto efecto fototoxico (ECso= 0.2 yM) cuando se le irradio con luz. El grupo de
McFarland atribuyé este comportamiento a la presencia del ligante ciclometalado -

expansivo [5].

Esta conclusion la determinaron tras comparar el compuesto 4 con los compuestos 1-3
(Figura 12) relacionados estructuralmente, pero con una conjugacion-r reducida en el
ligante ciclometalado, es decir, con menos anillos arométicos conectados a la unidad
N/C. En este estudio, los compuestos 1-3 mostraron desde un inicio una alta toxicidad
en la oscuridad, y también exhibieron un incremento en la toxicidad al irradiarles luz.
Coincidentemente al comparar el indice fototoxico (PI; relacion entre ECso(oscuridad) Y
ECso(uz), se observo que la contribucion de la luz a la fotocitotoxicidad fue disminuyendo
consecutivamente en los sistemas con ligantes menos 1T-expansivo en comparacion con

el compuesto 4 [5].

E Cso(oscuridad) 1.94 uyM 1.16 uM 1.92 uM >300 pM
ECso(uz) 0.26 uM 0.14 uM 0.21 uM 0.21 uM
Pl 7.5 8.3 9.1 >1,400

Figura 12. Comparacién de ECso en la oscuridad y después de irradiarles luz e indice fototéxico (PI) de
compuestos ciclometalados de Ru(ll) con ligantes m-expansivos en la unidad N*C en estudios con la linea
celular SK-MEL-28 (melanoma humano) [5].
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Sin embargo, en un estudio reciente, nuestro grupo de investigaciéon comparé el indice
fototoxico de los compuestos 2 y 3 en lineas celulares de cancer gastrico (KATO Il y
AGS; Tabla 4) [32]. Al comparar los Pl obtenidos con los reportados en la linea celular
de melanoma humano [5], no se observo el mismo comportamiento fototoxico. Es decir,
en el estudio con células de cancer gastrico, se obtuvieron valores de Pl mayores para
el compuesto 3 que para el compuesto 2. Aunque de igual manera, ambos compuestos
presentaron una alta toxicidad en la oscuridad, y también exhibieron un incremento en la
toxicidad al irradiarles luz. Como se mencioné anteriormente, es muy dificil poder
predecir el comportamiento que tendran los complejos ciclometalados de rutenio, ya que
como en este ejemplo, pueden haber variaciones en el comportamiento de un mismo

compuesto frente a distintas lineas celulares.

Tabla 4. indice fototdxico (PI) y valores de ICso en oscuridad y tras irradiacion con luz (uM) de los
compuestos ciclometalados 2 y 3 en lineas celulares de cancer géastrico [32].

KATO Il AGS
Compuesto Oscuridad Luz Pl Oscuridad Luz Pl
2 0.91 0.27 3.37 0.87 0.34 2.56
3 0.41 0.35 1.17 1.30 0.75 1.73

A diferencia de otras familias de compuestos, los compuestos ciclorutenados tienen
cierta estabilidad adicional debido al metalociclo Ru(C”N), lo cual ha permitido realizar
estudios de la actividad del rutenio dentro de la célula y ha brindado informacién valiosa
del mecanismo de accién de compuestos que contienen rutenio [26]. Por ejemplo, se han
logrado grandes avances en la farmacoterapia dirigida con moléculas organometélicas,
en donde el residuo orgénico se une al sitio activo de una enzimay el ion de rutenio se

enlaza a los residuos cercanos de la misma enzima [12].

Con respecto a lo anterior, el grupo de Meggers ha desarrollado una extensa serie de
eficaces inhibidores de quinasas como el compuesto DW1/2 (Figura 13). Las estructuras
de los complejos de Meggers estan inspiradas en la staurosporina, que inhibe proteinas

qguinasa al unirse competitivamente al sitio de unién de ATP de la enzima [26].
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DW1 DW?2

Figura 13. Estructura de los enantiomeros DW1y DW2 [21].

En la siguiente tabla (Tabla 5), se resumen las principales caracteristicas de algunos

compuestos descritos en este capitulo [21].
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Tabla 5. Principales caracteristicas de algunos compuestos de rutenio Il y Il mencionados en este capitulo [21].

NAMI-A

KP1019

RM175

RAPTA-T

RDC11

DW1/2

Estado de oxidacion
del Ru

Interacciones con
ADN

Superacion de la
resistencia del
cisplatino

Citotoxiciad in vitro
(orden de magnitud)

Actividad in vivo

Principal tipo de
tumor afectado

Supuestos blancos
y mecanismo de
accion

Etapa de desarrollo

I}

Se reduce facilmente
en presencia de
reductores biolégicos
Pocas y més débiles
que el cisplatino

Activo en tumores
intrinsecamente
resistentes al
cisplatino.

Muy baja: <10-4M en
casi todas las lineas
celulares.
Selectivo hacia
tumores secundarios
(metastasis)

Metéastasis pulmonares
de cualquier tipo de
tumores sélidos (ratén,
humano)
Interacciones multiples
con componentes del
microambiente tumoral

Fases clinicas I y Il

1]

Se reduce facilmente en
presencia de reductores
bioldgicos
similar al cisplatino pero
mas débil

Activo en tumores
intrinsecamente
resistentes al cisplatino.

105 M en lineas celulares
de carcinoma colorrectal

Citotoxico para tumores
primarios

Céancer colorrectal
(animal, humano)

Probablemente ADN.
Apoptosis a través de la
via mitocondrial y
formacion de ROS

Fase clinica |

Coordinacién con N7-
Guanina e interacciones
no covalentes debido a
ligantes areno

Activo en el carcinoma de
ovario A2780 resistente al
cisplatino

10-6 M en varias lineas
celulares

Citotoxico para tumores
primarios

Sin histotipo especifico
(animal, humano)

ADN
Papel de p53y p21 en la
detencion del crecimiento,
y de p53 y Bax en la
respuesta apoptotica

Fase preclinica

Menos que el
cisplatino

Desconocido

Bajo: 10-sM-10-4 M

Cierta selectividad
hacia tumores
secundarios
(metastasis)
Probado en
carcinoma mamario
en ratéon

Desconocido.
Modulacion del
citoesqueleto
celular.

Fase preclinica

Interacciones débiles
con el ADN y dafios
limitados en el ADN en
comparacion con el
cisplatino
Menos sensible a los
mecanismos de
resistencia al
cisplatino.
10-sM-5x10-6 M en
varias lineas celulares

Citotoxico para
tumores primarios

Sin histotipo especifico
(animal, humano)

Probablemente ADN.
Apoptosis a través de
mecanismos
independientes y
dependientes de p53,
modulacion de genes
de la via del estrés del
reticulo endoplasmico
y de sus productos
Fase preclinica

Sin interaccion con
el ADN

Desconocido

10-6M-10-45M en
lineas celulares de
melanoma
No determinado

Desconocido

GSK38. Muerte
celular apoptética
mediada por p53 y
la via mitocondrial

intrinseca en
células de
melanoma

Fase preclinica
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2.3 Proteina quinasas

Las proteina quinasas, también conocidas como quinasas o cinasas, son enzimas que
catalizan la transferencia de un grupo fosfato (PO4) proveniente del nucléotido adenosin
trifosfato (ATP) al hidroxilo de un aminoéacido en una proteina, principalmente a serina,
treonina o tirosina, aunque también se transfieren a otros aminoacidos como la histidina
formando un enlace fosfoéster [33,34]. En conjunto con las fosfatasas (enzimas que
guitan un grupo fosfato de la proteina), las quinasas mantienen el ciclo celular activando
un gran numero de procesos bioldgicos de las proteinas en la célula, mientras que las
fosfatasas correspondientes revierten esta accion (Figura 14) [33].

ATP

POG.0 @

Adenosina

\ /‘ ADP

Proteina
quinasa

Residuo de serina,
treonina o tirosina

Proteina objetivo - OH Proteina objetivo

fosforilada

Figura 14. . Proceso de fosforilacién y desfosforilacién de un residuo de aminoacido catalizado por las
proteinas quinasa y fosfatasa respectivamente [35].
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El gran interés en el disefio de moléculas que tengan la capacidad de inhibir a las
guinasas, ha convertido a estas enzimas en uno de los principales objetivos biolégicos
en la actualidad. Tan solo del 2003 al 2017 se han aprobado por la FDA 37 inhibidores
de quinasas para el tratamiento de tumores malignos como el cancer de mama y de
pulmén y mas de 250 inhibidores de quinasas se han sometido a ensayos clinicos o se

encuentran en la etapa preclinica de desarrollo de farmacos [33,35].

Hasta ahora se conocen alrededor de 538 quinasas codificadas en el genoma humano,
aunque muchas permanecen poco estudiadas, se sabe que fosforilan hasta un tercio del
proteoma humano [33]. Muchas de estas quinasas estan asociadas con la iniciacion,
proliferacion y supervivencia de células de cancer humano, por lo que se pueden usar
inhibidores de quinasas en el tratamiento de enfermedades ocasionadas por la
hiperactividad de las proteinas quinasas, incluidas las quinasas con mutaciones o sobre
expresadas en el cancer, como es el caso de las quinasas MST1/MST2 que participan

en la via de sefializacién Hippo (ver capitulo 2.3.1).

Debido a la gran variedad, categorizar a las proteina quinasas es muy complicado. En la
Figura 15 se muestra una clasificacion muy general en funcion de sus roles distintivos
en las células de cancer. En este sentido, el primer grupo de quinasas fue en un principio
el principal blanco terapéutico [33], aunque ahora se tiene interés en una amplia gama
de quinasas, por ejemplo, en las quinasas MST1 antes mencionadas, pertenecientes a
la familia de quinasas S/T Ste20 (Ver Nota 3).

Nota 3. Las quinasas S/T Ste20 son una superfamila de quinasas que se dividen en dos grupos, las PAK
(quinasas activadas por p21) y las GCK (quinasas del centro germinativo). Estos dos grupos se subdividen
en 10 subfamilias: PAK-l y Il y GCK-I a la VIIl. Las quinasas pertenecientes a Ste20 juegan papeles
esenciales en distintas vias de sefializacién que regulan procesos celulares fundamentales como el control
del ciclo celular, la apoptosis, el crecimiento celular y las respuestas al estrés celular [34].
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Figura 15. Categorizacion de quinasas implicadas en cancer humano [33].
CTK: tirosina quinasa citoplasmatica; Quinasa S/T: serina/treonina quinasa; LK: quinasa lipidica; RTK:
tirosina quinasa receptora.

2.3.1 Via de sefalizacion Hippo en cancer

La via de sefializacion Hippo ha sido muy estudiada en los ultimos afios ya que se ha
determinado que su desregularizacion esta implicada en distintos desérdenes como el
cancer. Sin embargo, el mecanismo de accion de esta ruta no esta completamente
elucidado, y por tanto, hay varios grupos de investigacion, incluido el nuestro, interesados
en tener un mejor entendimiento de esta ruta para poder disefiar farmacos mas eficaces

en la terapia de cancer.

La via de sefializacion Hippo es una via altamente conservada en vertebrados que
modula genes clave para regular una gran cantidad de procesos biolégicos que incluyen
la proliferacién celular, la autorrenovacion de células madre, la supervivencia, la
diferenciacion, la determinacion del destino celular, el tamafio de los 6rganos y la
homeostasis de los tejidos [37]. Los componentes fundamentales de la via Hippo en
mamiferos son las quinasas MST1/2 (MST1/MST2), LATS1/2 (LATS1/LATS2) y las
proteinas YAP (YES-associated protein) y TAZ (Transcriptional co-activator with PDZ-
binding motif). A su vez, la actividad de las quinasas MST1/2 y LATS1/2 dependen
respectivamente de sus interacciones con las proteinas Salvador homolog 1 (SAV1) y el
activador de quinasas MOB1A/B [8].
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Cuando la via Hippo se activa (Hippo “on”), multiples sefiales regulan la fosforilacion de
las quinasas MST1/2 que a su vez activan a LATS1/2-MOB1A/B por fosforilacion.
Después, el complejo LATS1/2-MOB1A/B fosforila directamente a YAP/TAZ. Esta
fosforilacion inhibe a YAP/TAZ por dos mecanismos: i) promueve la retencion
citoplasmatica al crear un sitio de enlace en proteinas 14-3-3. ii) ocurre una segunda

fosforilacién que promueve la degradacion proteolitica (Figura 16-izquierda) [38,39].

Por el contrario, cuando las quinasas LATS1/2 estan inactivas (Hippo “off”), las proteinas
YAP/TAZ no se fosforilan y se acumulan en el nacleo en donde forman un complejo con
el factor de transcripcion TEAD (TEAD1-4). Este complejo regula la expresion de genes
gue promueven el crecimiento, la proliferacion, la migracién y la supervivencia celular
como CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo), CYR61 (inductor angiogénico

rico en cisteina 61), entre otros. (Figura 16-derecha) [38,39].

La hiperactivacion de los reguladores transcripcionales YAP/TAZ observada en canceres
humanos esta asociada a cambios en tumores sélidos al incrementar la generacion de
células madre de cancer, la proliferacién y la supervivencia celular (Figura 17). Aunque
por otro lado, el complejo TEADs-YAP/TAZ induce la expresion de genes que pueden
promover la regeneracion de 6rganos después de una lesién, por lo tanto, la activacion

controlada de YAP y TAZ resultaria muy util para la medicina regenerativa [38,40].

Una hipotesis alentadora es que seria posible inducir la "normalizacion” de las células
tumorales al revertirlas a un fenotipo benigno. Como se ha discutido en los péarrafos
anteriores, la inactivacion de alguno de los componentes de la via Hippo provocaria un
crecimiento anormal de los érganos, no obstante, esta es una condicion reversible,
porque cuando se interrumpen los estimulos inductores de YAP/TAZ, el 6rgano vuelve a
su tamafio correcto, perdiendo el exceso de células por apoptosis. El cdmo se normaliza
el 6rgano después del crecimiento excesivo sigue siendo un misterio; una posibilidad es
gue mientras el érgano retrocede a su tamafio adecuado, las sefiales locales indican la

muerte o la supervivencia de cada célula individual con gran especificidad [40].
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Figura 16. Representacion esquematica de la via de sefializacion Hippo en células endoteliales humanas.
Ruta Hippo activada (izquierda). Una cascada de sefiales regulan la fosforilacion de las quinasas
MST1/MST2, LATS1/LATS?2 y fosforila a las proteinas YAP/TAZ. La fosforilacién de YAP/TAZ promueve
gue se una a las proteinas 14-3-3 que estimulan la retencion citoplasmatica o promueve la degradacion
proteolitica. Ruta Hippo inactivada (derecha). YAP/TAZ no estan fosforiladas, se localizan en el nicleo,
forman un complejo con el factor de transcripcion TEAD y regulan los genes necesarios para la
proliferacion, migracion y supervivencia de las células endoteliales [39].
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Figura 17. Representacién de las funciones de YAP/TAZ en las células de cancer [40].
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En la ultima década se ha estado estudiando la inhibicion farmacoldgica de los diferentes
componentes de la ruta Hippo con el fin de tener una mejor comprension de los
mecanismos que intervienen en esta ruta y tener las herramientas para poder sugerir
estrategias innovadoras para el tratamiento del cancer [40]. Al respecto, la verteporfina
fue el primer compuesto encontrado que inhibe la interaccién del complejo YAP/TEAD,

evitando el sobrecrecimiento hepético [41].

Por otro lado, se ha reportado que algunos complejos de rutenio con el fragmento [(ns-
CsHs)(CO)Rui] y ligantes derivados de la staurosporina son inhibidores muy potentes y
especificos de la proteina quinasa MST1, con valores de ICso del orden nanomolar. Por
lo tanto, el disefio y sintesis de moléculas con un blanco especifico de la ruta Hippo,
representaria un paso importante en la elucidacion de su mecanismo de accion y para el

desarrollo de nuevas estrategias en la quimioterapia [42].

2.3.2 Compuestos de rutenio(ll) como inhibidores de proteina quinasas

Como se menciond en las secciones anteriores, las proteina quinasas estan entre los
principales objetivos bioldgicos con fines terapéuticos contra cancer humano debido a su
papel en la regulacion de mecanismos celulares que involucran su muerte y division.
Aungue difieren en como se regula su funcidn catalitica, estas enzimas conservan su
dominio catalitico en secuencia y estructura (el dominio catalitico contiene secuencias
consenso para la unién de ATP, la regidn de transferencia del fosfato y el sitio de unién

del sustrato) entre los miembros de una misma familia de quinasas [34,43].

Las quinasas MST1, pertenecientes a la familia Ste20, son de los principales
componentes en la via de sefializacion Hippo, en donde la desregularizacion de la via se
ha implicado en distintas enfermedades incluyendo el cancer, por lo que hay un gran
interés en estudiar la actividad de estas enzimas en células de cancer. Para llevar a cabo
los estudios mecanisticos, el grupo de Meggers se ha inspirado en la staurosporina
(Figura 18-b), una clase de alcaloide de indolocarbazol natural competitivo con ATP, que

inhibe con una eficacia de moderada a alta a quinasas de la familia Ste20 [42].
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Meggers y su grupo han logrado sintetizar una serie de complejos de rutenio con un
ligante bidentado de indocarbazol derivado de la staurosporina (Figura 19), que tiene un
comportamiento analogo al inhibidor de quinasas organico convencional. Estos
complejos, se ubican en el sitio de unién a ATP y forman puentes de hidrégeno mientras
gue la esfera restante del ligante puede también crear interacciones con otras partes del

sitio de unién a ATP (Figura 18) [44].
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Figura 18. Representacion del bolsillo de enlace a ATP de quinasas dependientes de ciclina (CDK2) con
a) ATP, b) estaurosporina y c) complejos de rutenio derivados de indolocarbazol. El area verde indica una
region de alta hidrofobicidad [44].

isbmero-R isébmero-S
6 R1=R2=R3=H
7 R1=0H, R2=R3=H (DW1/2)
8 R1=0H, R?=Br, R3=CO,CHj

Figura 19. Complejos de rutenio de medio sandwich que son inhibidores potentes de proteinas quinasas
GSK-3 y/o Pim-1. La configuracion absoluta en el centro de rutenio se ha asignado de acuerdo con el

orden de prioridad de los ligantes siendo ns -CsHs> piridina > indol > CO [42].
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Una de las ventajas de reemplazar inhibidores organicos con complejos metélicos es que
se puede modular la afinidad y la especificidad hacia ciertas moléculas [22]. Por ejemplo,
la quinasa PAK-1 es un caso especial ya que tiene un sitio de union de ATP
particularmente abierto que dificulta la unidbn de moléculas organicas convencionales,
pero es especialmente adecuado para llenarlo con complejos octaédricos voluminosos y
rigidos (Figura 20) [14]. Asimismo, es posible modular la afinidad considerablemente al
realizar variaciones de los grupos funcionales en los ligantes, como al introducir un grupo
hidroxilo al anillo del indol [22]. Por ejemplo el enantiomero-R del compuesto 7 (Figura
19), que tiene un grupo OH y Br en el indol es altamente selectivo solo para GSK-3 en

un panel de 57 quinasas [42].

Figura 20. Estructura de la proteina quinasa PAK1 con el inhibidor A- FL172. Interacciones de puentes de
hidrégeno (izg.). Coincidencia entre la forma del sitio activo y la esfera de coordinaciéon del complejo de
rutenio (der.) [14].

Para lograr el tamafio y la forma complementaria para el bolsillo del sitio activo de la
enzima y asi obtener compuestos inhibidores altamente selectivos y potentes de
guinasas MST1, ha sido necesaria tanto la separacion de enantiomeros, como realizar
distintas sustituciones adicionales en los ligantes de los complejos [33,42]. Por ejemplo,
Meggers y colaboradores han disefiado y sintetizado el compuesto enantioméricamente
puro 9E1 (Figura 21) que tiene un ICso de 45nM para MST1 y una mayor selectividad
(alrededor de 25 veces mas) para esta enzima en comparacion con otras quinasas Ste-
20 relacionadas, como PAK1 o PAK4 [33].
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Asimismo, han estudiado la interaccién de algunos complejos de rutenio con enzimas de
la misma familia de MST1 para tomar los resultados como punto de partida para el
desarrollo de inhibidores de quinasas MST1 optimizados para posibles aplicaciones
terapéuticas [2]. Siguiendo esta estrategia se han descubierto inhibidores de quinasas

muy selectivos en el rago nanomolar y picomolar en distintas lineas celulares (Figura
21) [14].

Inhibidor de MST-1 Inhibidor de GSK-3a Inhibidor de GSK-3a
IC50= 45 nM IC50= 10nM IC50=3nM

DW1 10 EA1
Inhibidor de GSK-3a Inhibidor de GSK-3a Inhibidor de GSK-3b
IC50= 0.3 NM IC50= 80 NnM IC50= 0.4-0.6 nM

N =
| HO = v A
B »_\ N N\\ S
HO @ L-FL172
HO HB1052 E5E2 HB806 -
Inhibidor de Pim-1 Inhibidor de PI3Kg Inhibidor de MSK-1 Inhibidor de PAK-1
ICs0= 0.5 nM IC50= 40 NM IC50= 70 NM IC50= 130 nM

Figura 21. Complejos de rutenio inhibidores de proteinas quinasas [14,42,45].
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3. HIPOTESIS

Los complejos organometalicos ciclorutenados con un ligante bidentado de indolcarbazol
derivado de la staurosporina proporcionaran estructuras octaédricas rigidas y selectivas
al sitio de unién de ATP en quinasas MSTL1, un blanco especifico de la ruta Hippo.
Ademads, la modificacion de los otros ligantes en el complejo permitird un control sobre
las propiedades fisicoquimicas, como los potenciales redox y la lipofilicidad. Estos
complejos podran utilizarse para realizar estudios dirigidos al entendimiento del
mecanismo de accién de la ruta Hippo en el desarrollo de tumores y para el disefio de

nuevas estrategias en la quimioterapia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nuevos complejos ciclometalados de rutenio con ligantes

bidentados de indolcarbazol derivado de la staurosporina (compuestos 11-14).

MeCN——Ru\N/

MeCN X

1 12 13 14

4.2 Objetivos especificos

- Encontrar las condiciones de reaccion para activar los ligantes bidentados (HN”N)
empleando intermediarios en la sintesis de los ligantes derivados de la
staurosporina.

- Sintetizar ligantes de indolcarbazol derivados de la staurosporina.

- Realizar la coordinacion de los ligantes de indolcarbazol a rutenio.
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5. METODOLOGIA

5.1 Reactivos y disolventes

Todos los reactivos empleados fueron comprados en Sigma-Aldrich, a excepcion de
RuCls que fue adquirido en Pressure Chemicals. Los disolventes utilizados fueron grado
HPLC de la marca Fermont a excepcion del acetonitrilo anhidro y del 1,2-dicloroetano
anhidro que fueron comprados en Sigma-Aldrich y se usaron directamente del envase.
Los otros disolventes utilizados fueron destilados y secados previo a su uso con su

respectivo agente desecante como se describe en la Tabla 6:

Tabla 6. Disolventes y agentes desecantes utilizados.

Disolvente Agentes desecantes
Acetato de etilo Carbonato de potasio
Acetona Sulfato de calcio (Drierite®)
Acetonitrilo Pentdxido de fosforo
Diclorometano Pentdxido de fosforo
Etanol Etoxido de magnesio
Eter Sodio metalico
Hexano Sodio metalico
Tetrahidrofurano Sodio metalico

5.2 Equipos y técnicas espectroscopicas

La caracterizacion por resonancia magnética nuclear (RMN) de 1H y 13C se llevé a cabo
en un equipo Bruker Advance 300. La espectrometria de masas se realiz6 con la técnica
de ionizacion DART (Direct Analysis in Real Time) en un equipo JEOL AccuTOFt™m JMS-
T100LC. Los experimentos de espectroscopia de infrarrojo se realizaron en un equipo
Bruker Alfa-P, por la técnica de reflectancia difusa (ATR). Ademas se utilizé una linea

doble de vacio-nitrégeno/argon para las reacciones.
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5.3 Sintesis de los ligantes

Los ligantes 22 y 26 derivados de la staurosporina se sintetizaron con base en la
referencia reportada en cada caso y en su mayoria, su obtencion fue confirmada por las
técnicas de IR, RMN (1H, 13C) y espectrometria de masas con la técnica de ionizacion
DART (algunos compuestos, segun se indica, solo se caracterizaron por 1 0 2 de las
técnicas mencionadas). Los compuestos presentados en esta seccion no se
caracterizaron por difraccion de rayos X ni por la técnica de andlisis elemental, debido a

gue los datos adquiridos coincidieron con los reportados en RMN e IR.

5.3.1 Reacciones para la sintesis del ligante 22

= Sintesis de a-azidoacetona.

0
A seeiona™ )Jst
15

Figura 22. Sintesis de a-azidoacetona 15.

Se siguio la metodologia reportada por Martinez-Castafieda et. al. (Figura 22) [46]. En
un matraz con acetona seca (50 mL), se afiadié 1-cloropropan-2-ona (1.85 g, 20 mmol)
y azida de sodio (2.60 g, 40 mmol). La mezcla de reaccion se agitd vigorosamente a
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente la mezcla de reaccion se filtré al
vacio y el filtrado se lavo con acetona. El disolvente filtrado fue evaporado obteniendo un
aceite que se diluyé en dietiléter (50 mL) y se lavdé con agua destilada (3x15mL).
Finalmente la fase organica se secé con sulfato de magnesio y el disolvente se evaporé
al vacio obteniendo 1-azidopropan-2-ona (15) como un liquido amarillo (1.76 g, 89% de

rendimiento).
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1H RMN (CDCls) &: 3.96 (s, 2H, H2), 2.18 (s, 3H, H3)
13C RMN (CDCls) 6: 202.10 (C2), 57.83 (C3), 27.01 (C1)
IR (cm-1) v: 2110 (v N=N=N), 1750 (v C=0)

EM (DART) m/z: 100 (M+H)

= Sintesis del o-ftalaldehido.

Br
Br 1. H,SO,
Br 2. H,0, reflujo

Br
Figura 23. Sintesis de o-ftalaldehido 16.

Se baso en la metodologia reportada por Zhu y Wang (Figura 23) [47]. En un matraz de
dos bocas se mezcldé 1,2-bis(dibromometil)lbenceno (3.11 g, 7.4 mmol) con &cido
sulfarico concentrado (13.32 g, 133.2 mmol) y se calenté hasta que se disolvidé por
completo el 1,2-bis(dibromometil)benzeno (rango de 3-4 horas) a 60 °C. Durante este
intervalo de tiempo se fue purgando el sistema con argén (1-2 minutos de flujo cada 10
minutos) para desplazar el bromo gaseoso desprendido de la reaccion. Cuando ya no se
observo presencia de este gas naranja en el matraz, se esperé a que la mezcla llegara
a temperatura ambiente y se coloco en un bafio de hielo. Posteriormente se le adicion6
bicarbonato de sodio (4.97 g, 59.2 mmol). Al detenerse el burbujeo, se adicioné hielo
lentamente al matraz (200 g) obteniendo una mezcla color azul y se esper6 a que la
mezcla de reaccion llegara a temperatura ambiente. Esta solucién se colocé a reflujo
durante 18 horas. Al finalizar la reaccion, se adicion6 acetato de etilo y se extrajo la fase
organica. Se hicieron lavados con una solucion saturada de cloruro de sodio y una
solucién saturada de carbonato de sodio. La fase organica se recuperd y se seco con
sulfato de sodio anhidro. Se removié el disolvente en un rotavapor, obteniendo un sélido
amarillo. Finalmente se obtuvieron cristales amarillos de 16 tras recristalizar en hexano
(0.98 g, 74% de rendimiento).
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1H RMN (CDCls) &: 10.52 (s, 2H, H1y H8), 7.96 (dd, J = 5.6, 3.6 Hz, 2H, H3 y H6), 7.77
(dd, J = 5.6, 3.6 Hz, 2H, H4 y H5).
13C RMN (CDCls) &: 192.2 (C1y C8), 136.0 (C2y C7), 133.5 (C4 y C5), 130.7 (C3 y C6)

EM (DART) m/z: 135 (M+H)

= Sintesis de 3-acetilisoquinolina.

0] 1 4 5

, 8
)K/Ns 1. PPh3/ éter 2/ \
2. 0 3\ /10 9
15 O N=]
H 17
H
16 O

Figura 24. Sintesis de 3-acetilisoquinolina 17.

Para la sintesis de la 3-acetilisoquinolina (Figura 24), se realizaron varias modificaciones
a la metodologia reportada por Aubert et. a.l [48]. Se prepararon por separado, en tubos
de Schlenk y bajo atmosfera de N2, una disolucion de a-azidoacetona 15 (0.25 g, 2.5
mmol) en dietiléter (15 mL) y una disolucion de trifenilfosfina (0.66 g, 2.5 mmol) en
dietiléter (15 mL) y se dejaron enfriar ambos tubos a -5 °C por 15 minutos. Transcurrido
este tiempo se afadio la solucion de trifenilfosfina a la solucion de a-azidoacetona a
través de una canula. Se dejo en agitacion a -5 °C durante 2.5 horas para la formacion
del iminofosforano. En otro tubo de Schlenk se colocé una disolucion de o-ftalaldehido
16 (0.28 g, 2.08 mmol) en dietiléter (20 mL) bajo atmdsfera de N2 y se dej6 enfriar a -5
°C. Posteriormente, se afiadid la solucion del iminofosforano al Schlenk con o-
ftalaldehido mediante una canula. Se dej6 una hora en agitacion a -5 °C y después toda
la noche en agitacion a temperatura ambiente. Finalmente se purific6 mediante
cromatografia en columna de silica gel, empleando una mezcla 3:1 (hexano: acetato de
etilo) y se recristalizé en éter:hexano (1:1) obteniendo 3-acetilisoquinolina 17 como un
sélido amarillo (0.11 g, 30-35% de rendimiento).
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1H RMN (CDCls) &: 9.27 (s, 1H, H11), 8.46 (s, 1H, H4), 8.06-7.95 (m, 2H, H6 y H9), 7.79-
7.69 (M, 2H, H7 y H8), 2.82 (s, 3H, H1).

13C NMR (CDCls) & 200.42 (C2), 152.06 (C11), 147.82 (C3), 135.62 (C5), 131.12 (C7),
130.26 (C8), 129.57 (C6), 128.75 (C9), 127.68 (C10), 120.40 (C4), 26.68 (C1).

IR (cm-1) v: 3000, 1684 (v C=0), 1619, 1580 (v C=Narom),1217, 754, 682, 549, 462.

EM (DART) m/z: 172 (M+H).

= Sintesis de 3-(1-(2-fenilhidrazono)etil)isoquinolina.

6
1 4_5 8
7\ PhNHNH, 23/ N\_/
_ EtOH y 10
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Figura 25. Sintesis de 3-(1-(2-fenilhidrazono)etil)isoquinolina 18.

Se siguié la metodologia reportada por Meggers et. al. (Figura 25) [45]. A una
suspension de 3-acetilisoquinolina 17 (0.40 g, 2.34 mmol) en etanol absoluto (0.57 mL),
se le adiciond una gota de acido sulfurico y se agité durante 5 minutos. Posteriormente
se afadié fenilhidrazina (0.23 mL, 2.34 mmol) y la suspension se calenté a reflujo
durante 2 horas. La solucion obtenida se enfrié en el congelador durante 30 minutos y
se filtré al vacio en un embudo Blchner para recuperar el precipitado formado. El sélido
obtenido se lavl con etanol frio y se seco al vacio para obtener 18 como un solido
amarillo palido (0.49 g, 80% de rendimiento).

1H RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 9.20 (s, 1H, H11), 8.43 (s, 1H, H4), 7.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
H9), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H6), 7.65 (1, J = 7.5 Hz, 1H, H8), 7.57 (br s, 1H, H12), 7.53
(t, J=7.6 Hz, 1H, H7), 7.36 — 7.23 (m, 4H, H13, H14, H16 y H17), 6.90 (t, J = 7.2 Hz, 1H,
H15), 2.47 (s, 3H, H1).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 151.04 (C11), 150.18, 144.91 (C2, C3), 142.10 (C18),
136.73 (C5), 130.91 (C10), 129.38 (C7), 127.97 (C16, C14), 127.79 (C9), 127.44 (C8),
127.28 (C6), 120.60 (C4), 116.33 (C15), 113.52 (C17, C13), 10.94 (C1).

IR (cm-1) v: 3234 (v N-H), 3049, 1636 (v C=N), 1573 (v C=Narom),1497, 1451, 1387, 1298,
1256, 1151, 1080, 1022, 881, 470.

EM (DART) m/z: 262 (M+H).

= Sintesis de 3-(1H-indol-2-il)isoquinolina.

5 6
//\ HOIID—OH 1 N\t 2/ \ /
9
N N= OH In Y N N
130° H 19

©/NH 18

Figura 26. Sintesis de 3-(1H-indol-2-il)isoquinolina 19.

Se baso6 en la metodologia para la sintesis de indoles reportada por Tompkins et. al.
(Figura 26) [49]. Se colocaron en un matraz 3-(1-(2-fenilhidrazono)etil)isoquinolina 18
(0.1g, 0.38 mmol y acido polifosférico (~0.3 g, 2.41 mmol). El matraz se coloco6 en un
bafio de aceite a 130 °C durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla se dejo
enfriar a 70 °C y se le afadié agua fria. Posteriormente se basifico la reaccion con
hojuelas de hidroxido de sodio hasta llegar a un pH>10. Se adicioné diclorometano y se
extrajo la fase organica. Se hicieron lavados con una solucion saturada de cloruro de
sodio. La fase organica se secO con sulfato de sodio anhidro y se concentrd en el
rotavapor. El sdlido obtenido se purificé por cromatografia de columna en silica gel
utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo (5:1), obteniendo 19 como un sélido

amarillo (0.02g, 18% de rendimiento).
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1H RMN (CDCls) &: 10.02 (br s, 1 H, H11), 9.24 (s, 1 H, H10), 8.15 (s, 1H, H3), 7.94 (d,
J=8.2, 1H, H5), 7.85 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H8), 7.73 — 7.66 (m, 2H, H6, H7), 7.55 (ddd, J
=8.1,6.8,1.2 Hz, 1H, H16), 7.42 (d, J = 8.1, 1H, H18), 7.23 (ddd, J = 8.2, 7.0, 1.3 Hz,
1H, H13), 7.19 = 7.11 (m, 2H, H14, H15).

13C NMR (CDCIs) 6: 152.18 (C10), 144.44 (C2), 137.33 (C12), 136.80 (C4), 136.65 (C1),
130.95 (C6), 129.46 (C17), 127.93 (C8), 127.08 (C7), 126.85 (C5), 124.94 (C9), 122.84
(C14), 121.05 (C16), 120.25 (C15), 115.73 (C3), 111.50 (C13), 99.61 (C18).

IR (cm-1) v: 2926, 2091, 1592 (v C=Narom), 1456, 1264, 756 (v C-H).

EM (DART) m/z: 245 (M+H)

= Proteccion de 3,4-dibromo-1H-pirrol-2,5-diona

B ? o
r Br g 1 3
TBDMSCI, EtsN S
| N-H ———=5 ] N—Siﬁé4
Br Br” > \6 N5
o} o}
20

Figura 27. Sintesis de 3,4-dibromo-1-(tert-butildimetilsilil)- 1H-pirrol-2,5-diona 20. TBDMSCI= cloruro de t-
butildimetilsililo.

Se siguié la metodologia reportada por Brenet et. al. (Figura 27) [50]. Se disolvio 3,4-
dibromo-1H-pirrol-2,5-diona (0.51g, 2 mmol) en diclorometano y se agito a temperatura
ambiente. Se adicionaron sucesivamente cloruro de t-butildimetilsililo (TBMSCI, 0.30 g,
2 mmol) y trietilamina (278 pL, 2 mmol). La mezcla se dejo en agitacion a temperatura
ambiente durante una hora. Continuamente se adicion6 diclorometano y se filtré la
mezcla al vacio en un embudo Blchner. El diclorometano se evaporé y el solido se
disolvié en pentano. Se filtro la sal de trietilamina hidroclorada precipitada en un embudo
de vidrio con papel filtro y se hicieron lavados con pentano. Finalmente se evaporo el
disolvente y se obtuvo 20 como un sélido amarillo (0.7 g, 95% de rendimiento).

1H RMN (CDCls) &: 0.94 (s, 9H, H3, H4 y H5), 0.45 (s, 6H, H1 y H6).
13C RMN (CDCls) &: 168.85 (C7, C10), 131.70 (C8, C9), 26.22 (C2), 19.01 (C3, C4, C5),
-4.45 (C1, C6).
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IR (cm-1) v: 1765 (v C=0), 1720 (v C=0), 1620, 1310 (v C-N), 1090, 1010 (v C-N-C), 750,
600 (v C-Br).
EM (DART) m/z: 370 (M+H).

= Sintesis de 3-bromo-1-(tert-butildimetilsilil)-4-(2-(isoquinolin-3-il)-1H-indol-3-il)-1H-

pirrole-2,5-diona.

Figura 28. Sintesis de 3-bromo-1-(tert-butildimetilsilil)-4-(2-(isoquinolin-3-il)-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-

2,5-diona 21.
Se siguié la metodologia reportada por Meggers et al (Figura 28) [45]. Se coloc6 una
solucion de 3-(1H-indol-2-il)isoquinolina 19 (0.1g, 0.41mmol) en THF (1.1 mL) bajo
atmosfera de argon y se enfrié en un bafio de hielo seco/acetona. Posteriormente se le
adiciono bis(trimetilsilillamida de litio (1M en THF, 0.86 mL, 0.86 mmol) gota a gota
durante 15 minutos. La reaccion se dejé en agitacion en el bafio de hielo seco/acetona
durante 15 minutos mas y se obtuvo una solucion naranja. En otro tubo de Schlenk bajo
atmaosfera de argon, se colocé una disolucion de 20 (0.15 g, 0.41 mmol) en THF (1.1 mL)
y se enfrié en el bafio de hielo seco/acetona. Consecutivamente se adicion6 toda la
disolucién de 20 mediante una jeringa al material litiado y se dejé en agitacion 15 minutos
en el bafio de hielo y una hora adicional a temperatura ambiente obteniendo una solucion
purpura. Transcurrido este tiempo, se afiadido HCI 10% (15 mL) a la reaccion y se extrajo
con acetato de etilo. La fase orgénica se lavo con bicarbonato de sodio, cloruro de sodio

y agua y se sec6 con sulfato de magnesio. Se filtr6 y se evaporé el disolvente para
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obtener el crudo de 21 como un sdélido naranja que no es estable en cromatografia en

columna por lo que se llevo sin purificar al siguiente paso.

IR (cm-1) v: 3229 (v N-H), 1775 (v C=Oasimétrica), 1722 (v C=Osimétrica), 1364 (v C-N), 1025,
735 (v C-N-C).

= Obtencion de 8-(tert-butildimetilsilil)indol[3,2-c]pirrolo[3,4-a]fenantridin-7,9(8H,14H)-

diona.

Figura 29. Sintesis de 22.

Se siguio la metodologia reportada por Meggers et. al. (Figura 29) [45]. Se colocé en un
fotoreactor de UV el crudo de la reaccién anterior (0.15 g) y se disolvié en 220 mL de
acetonitrilo anhidro. La disolucion fue fotolizada con una lampara de presion media, con
una constante purga de argon por 4 horas. Se obtuvo una suspension amarilla que se
concentré al vacio y se purific6 por cromatografia de columna en silica gel con una
mezcla CH2Cl2-MeOH (20:1) y se obtuvo 22 como un soélido amarillo (0.03 g, 18%,
rendimiento calculado partiendo de 0.1 g del indol 19).

1H RMN (CDCls) &: 10.20 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 10.15 (brs, 1H, H11), 9.28 (s, 1H, H10),
9.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.00 (t, J = 8.6, 7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.80
(t, J=8.0, 7.0, 1.1 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.59 (t, J =
7,7.6 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 8.1, 6.0, 2.2 Hz, 1H), 1.10 (s, 9H, H2, H3 y H4), 0.70 (s, 6H,
H1y H5).
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13C RMN (CDCls) &: 154.42 (C10), 140.41, 131.89 (C7), 129.84, 128.92, 128.69, 127.91
(C9), 126.45 (C6), 121.67, 121.01 (C15), 120.79 (C14), 116.07, 111.37 (C12), 26.78,
19.33 (C2, C3, C4), -3.45 (C1, C5).

IR (cm-1) v: 3461, 3128 (v N-H), 2954, 2854, 1741 (v C=0), 1683 (v C=0), 1606, 1533,
1448, 1297 (v C-N), 1082, 813, 750.

5.3.2 Reacciones para la sintesis del ligante 26

= Sintesis de 2-(1-(2-fenilhidrazono)etil)piridina.

1 4 5
/2 3/ N\
0 N= 12 AN
11 9 23

10

Figura 30. Sintesis de 2-acetilpiridinafenilhidrazona 23.

Se siguid la metodologia reportada por Tompkins et. al. (Figura 30) [49]. Se calent6 a
50 °C por 90 minutos una mezcla de 2-acetilpiridina (2.0 g, 0.02 mmol), fenilhidrazina
(1.6 mL, 0.02 mmol) y etanol (1.2 mL). Al finalizar este tiempo se observo la formacién
de un precipitado que fue filtrado y lavado con etanol frio, obteniendo un sélido amarillo
palido (3.80 g, 90% de rendimiento).

1H RMN (CDCls) &: 8.46 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H7), 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H4), 7.58 (ddd,
J=8.1,7.4,18Hz, 1H, H5), 7.47 (br s, 1H, H8), 7.29-7.18 (m, 1H, H6), 7.17 — 7.04 (m,
4H, H9, H10, H12, H13), 6.87-6.78 (m, 1H, H11), 2.30 (s, 3H, H1).

13C NMR (CDCls) 8: 156.51 (C3), 148.39 (C7), 144.79 (C2), 142.17 (C14), 136.06 (C5),
129.44 (C10, C12), 122.43 (C6), 120.72 (C11), 120.05 (C4), 113.41(C13, C9), 9.90 (C1).

EM (DART) m/z: 212 (M+H).
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= Sintesis de de 2-(piridin-2-il)-1H-indol.

Q
7\, HOpP-OTH U 2 3

/
N N= OH In > N 17 Ny,
NH 9 7N N=
8 H
6
©/ 23 24

Figura 31. Sintesis de 2-(piridin-2-il)-1H-indol 24.

Se bas6 en la metodologia reportada por Lemster et. al. (Figura 31) [51]. Se calento
acido polifosférico (~20 mL) en un matraz y se calentdé a 120 °C hasta que se volvio
menos Vviscoso. A continuacion, se afiadié lentamente 2-acetilpiridina (2.15 g, 10 mmol)
en un periodo de 10 minutos y se mantuvo por 1.5 horas en agitacion y calentamiento a
130 °C. Se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente y cuidadosamente se procedio
a la hidrdlisis afladiendo agua y hojuelas de hidroxido de sodio. El sélido resultante fue
filtrado al vacio en un embudo Bichner y se disolvid en acetona. Posteriormente se
coloco esta disolucion a reflujo durante 10 minutos y al concluir el tiempo se filtré al vacio
en caliente. Se evaporé el disolvente recuperado del filtrado y se obtuvo un sélido color
café que se purificdé por cromatografia de columna en silica gel con una mezcla hexano-
acetato de etilo (5:1), obteniendo 24 como un sélido amarillo (0.95 g, 49% de

rendimiento).

1H NMR (300 MHz, , CDClIs) & 10.23 (br s, 1H, H6), 8.61 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H5), 7.84 (d,
J=8.0Hz, 1H, H2), 7.78 = 7.64 (m, 2H, H3, H4), 7.37 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H8), 7.30 - 7.10
(m, 3H, H9, H10, H11), 7.07 (d, 2.1 Hz ,1H, H13).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 = 150.3 (C1), 148.9 (C5), 136.7(C7, C3), 136.6 (C14), 136.5
(C12),129.0 (C13), 123.1 (C4),121.9 (C9), 121.1 (C2), 120.1 (C11),119.8 (C10), 111.4
(C8), 100.6 (C13).

IR (cm-1): v 3550 (N-H), 2926, 1264 (v C-N), 756 (v C-H).

EM (DART) m/z: 195 (M+H).
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= Sintesis de 3-bromo-1-(tert-butildimetilsilil)-4-(2-(piridin-2-il)-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-
2,5-diona.

SII
o=N_o0
Br 20 Br

Figura 32. Sintesis de 25.

Se siguio la metodologia reportada por Meggers et. al. (Figura 32) [45]. Una disolucién
de pirridoindol 24 (0.95 g, 4.89 mmol) en THF anhidro (12.7 mL) bajo argon, se agit6 en
un bafo de hielo seco/acetona. Posteriormente se le adiciond bis(trimetilsilillamida de
litio (1M en THF, 10.36 mL, 10.35 mmol) gota a gota durante 15 minutos. La reaccion se
dejo en agitacion en el bafio de hielo seco/acetona durante 30 minutos mas y se obtuvo
una disolucién naranja. En otro tubo de Schlenk bajo atmdsfera de argon, se colocd una
solucion de 20 (1.8 g, 4.89 mmol) en THF anhidro (12.7 mL) y se enfrié en el bafio de
hielo seco/acetona. Consecutivamente se adiciono toda la disolucion de 20 mediante una
jeringa al material litiado y se dejé en agitacion 15 minutos en el bafio de hielo y 45
minutos adicionales a temperatura ambiente obteniendo una solucién purpura.
Transcurrido este tiempo, se afiadié HCI 10% (113 mL) a la reaccion y se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica se lavo con soluciones saturadas de bicarbonato de
sodio y de cloruro de sodio y se seco con sulfato de magnesio. Se intentd purificar por
cromatografia en columna pero la mayor parte del crudo de reaccion se quedo retenido
en la silice, por lo que se tuvo que repetir la reaccion y se procedié a la siguiente reaccion

sin purificar. Se caracterizé por IR, los datos de 1H NMR descritos son los reportados.
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IR (cm-1) v: 3229 (v N-H), 2925, 2853, 1776 (v C=0 asimétrica), 1723 (v C=Osimétrica), 1573,
1514, 1471, 1322 (v C-N), 1255, 850, 790, 736 (v C-N-C).

1H NMR (CDCls) &: 10.13 (br s, 1H, H10), 8.67 (ddd, J = 4.9, 1.8, 1.0 Hz, 1H, H9), 7.65
(d,J=7.9, 1H, H6), 7.55 (d, J=7.9 Hz, 1H, H7), 7.41 (d, J = 8.0, 1H, H8), 7.33 (dd, J =
7.1,1.2 Hz, 1H, H14), 7.29 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H, H11), 7.24 — 7.21 (m, 2H, H12, H13),
0.99 (s, 9 H, H2, H3, H4), 0.48 (s, 6 H, H1, H5).

= Sintesis de 6-(tert-butildimetilsilil)pirido[2,3-a]pirrolo[3,4-c]carbazol-5,7(6H,12H)-
diona.

Figura 33. Sintesis de 26.

Se repitio la metodologia de Meggers et. al. (Figura 33) [45] descrita para la sintesis de
22. Se observdé muy poca o nula solubilidad en los disolventes organicos probados, lo
gue dificultd la purificacion y caracterizacion del compuesto. No se logré calcular el
rendimiento de esta reaccion. Se caracterizé por IR, los datos de 1H NMR descritos son
los reportados.

IR (cm-1) v: 2963, 2365, 1782 (v C=0 asimética), 1725 (v C=Osimética), 1580, 1400, 1260,
1090.

1H NMR (CDCls) &: 10.36 (br s, 1H, HO), 9.44 (dd, J=8.5, 1.4 Hz, 1H, H6), 9.09 (d, J=8.0
Hz, 1H, H8), 9.01 (dd, J=4.2, 1.5 Hz, 1H, H13), 7.65 (dd, J=8.5, 4.3 Hz, 1H, H7), 7.58 (m,
2H, H10, H11), 7.45 (t, J=8.0 Hz, 1H, H12), 1.09 (s, 9H, H2, H3, H4), 0.66 (s,6H, H1, H5).
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5.4 Obtencion de complejos de rutenio precursores

Los complejos 30 y 33 han sido extensamente empleados en nuestro grupo de
investigacion, se sintetizaron conforme a la referencia reportada en cada caso y se

comprobd su obtencién por la técnica de 1tH RMN e IR en algunos casos.

5.4.1 Sintesis del precursor de rutenio 30

= Sintesis de [(ns-CsHs)RUClI2]2.

RUCI;neH,0 — 2 > Ri_ RO
EtOH A @

Figura 34. Sintesis de [(ns-CsHs)RuCl2]2 27.

Se empled el método reportad por Zelonka y Baird (Figura 34) [52]. Se afadio 1,3-
ciclohexadieno (6 mL, 62.90 mmol) a una solucion de RuClIz-3H20 (1.70g, 6.5 mmol) en
100 mL de etanol acuoso al 90%. La solucién se calent6 a 45 °C por 3 horas.
Posteriormente, se redujo el volumen de la solucion a ~30 mL y precipité un solido rojizo.
El precipitado fue filtrado al vacio y lavado con etanol, obteniendo 27 como un sélido rojo

(1.19 g, 73% rendimiento). La caracterizacion fue conforme a lo reportado.

1H NMR (CDsCN) &: 4.30 (s, 12 H).
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= Sintesis de [(ns-CsHs)Ru(ns-CsHs)]PFe.

Cl Cl @
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Figura 35. Sintesis de [(ns-CsHs)Ru(ns-CsHs)]PFs 28.

Se utilizo el método reportado por Trosty Older (Figura 35) [53]. Se colocé el compuesto
[(me-CsHs)RuUuCl2]2 27 (1.18 g, 2.36 mmol) con etanol (50 mL) en un matraz.
Posteriormente se le afiadio ciclopentadieno (3.5 mL, 42.4 mmol) recién destilado. La
mezcla de reaccidn se calent6 a 60 °C por 7 horas con agitacion vigorosa. Transcurrido
este tiempo, se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se filtro a través de una
columna de celita. Consecutivamente, se pasaron 40 mL de etanol adicionales en la
columna de celita. Se concentré en un rotavapor el etanol filtrado hasta llegar a un
volumen de ~20 mL y se le afiadié una disolucién acuosa de NH4PFs (1.6 g, 9.8 mmol,
en 16 mL de H20), formandose un precipitado café. El disolvente remanente se evaporo
en un rotavapor y la suspension resultante se enfrié por varias horas. La mezcla de
reaccion se filtrd al vacio recuperando un solido café. El precipitado se disolvio en un
minimo de acetona y se afiadio éter dietilico gota a gota hasta que ya no se observo la
formacion de precipitado. Se recupero el precipitado por filtracion al vacio y se obtuvo 28

como un sélido café (1.29 g, 70% de rendimiento).

1H NMR (CDs3CN) &: 4.46 (s, 5H, Cp), 3.65 (s, 6H, benceno).
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= Sintesis de [(n5-CsHs)Ru(CH3CN)3]PFe.

d‘PFG “PFe

Ru MhéN > MecN” 1 /NCM
! e e e
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Figura 36. Sintesis de [(n5-CsHs)Ru(CHsCN)s]PFs 29.

Se utilizé la sintesis reportada por Trosty Older (Figura 36) [53]. En un reactor de fotdlisis
de cuarzo de 250 mL, se prepar6 una disolucion de [(CsHs)Ru(CsHs)]PFe (28) (1.70 g,
4.37 mmol) y acetonitrilo (200 mL). La disolucion fue desoxigenada burbujeando un flujo
de argon por 30 minutos. Posteriormente se irradio la solucién por 12 horas con una
lampara de presién media de Hg con una potencia de 450 W. Tras evaporar el disolvente
al vacio se obtuvo 29 como un solido café claro sensible al aire (1.86 g, 98% de

rendimiento).

1H RMN (CDsCN) &: 4.31 (s, 5H, Cp), 1.99 (s, 9H, MeCN).

= Sintesis de [(n5-CsH5)Ru(CH3CN)2CO]PFe.

— [PFe = [FFe
| |
_Ru. ___Co _Ru.
MeCN™ | ‘NCMe MeCN MeCN~ | 'CO
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29 30

Figura 37. Sintesis de [(n5-CsHs)Ru(CHsCN)2(CO)]PFs 30.

Siguiendo la metodologia reportada por Gill y Mann (Figura 37) [54], en un tubo de
Schlenk previamente desoxigenado mediante 3 ciclos de vacio-argon, se afadié el
compuesto 29 (0.66 g, 1.5 mmol) y acetonitrilo anhidro (8 mL). Posteriormente se
burbujed la disoluciéon con CO() por 20 minutos a temperatura ambiente. Se evaporé el
disolvente a sequedad y se obtuvo 30 como un sélido amarillo sensible al aire (0.62 g,

96% de rendimiento).
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1H RMN (CD3CN) &: 4.65 (s, 5H, Cp), 1.94 (s, 6H, MeCN).
IR (cm-1) v: 2004 (v C=0).

5.4.2 Sintesis del precursor de rutenio 33

= Sintesis de [(CeH4-2-CsHaN)Ru(CH3CN)a4)]PFe.

2
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o NCMe T
Cl /CI N 4 | NCMe
Ru RuU _ Ru\
ca’ o’ @ KPFe, NaOH, MeCN 5.2~ \7 | ~NCMe
I NCMe
6 8

Figura 38. Sintesis de [(CsH4-2-CsH4N)Ru(CHsCN)4)]PFs 31.

Se sintetizd el compuesto 31, siguiendo la metodologia reportada por Fernandez et. al.
(Figura 38) [55]. Se mezclé el complejo de rutenio 27 (1.5 g, 3.01 mmol) con KPFe (2.22
g, 12.04 mmol), NaOH (0.48 g, 6.02 mmol), y 2-fenilpiridina (6.02 mmol) y 50 mL de
acetonitrilo. La mezcla de reaccién se calientd a 50 °C por 20 horas. La suspension
amarilla resultante se evapor6 hasta sequedad a presion reducida y el residuo se purifico
por cromatografia en columna en Al203 usando inicialmente CH2Cl2 como eluyente, y
aumentando después la polaridad con diferentes mezclas CH2Cl2:MeCN. Se colecto la
fraccion amarilla de la columna y se evapor6 hasta sequedad obteniendo 31 como un
sélido amarillo (2.21 g, 65% de rendimiento). La caracterizacion fue conforme a lo

reportado.

1H NMR (CD3CN, 300 MHz) &: 8.89 (d, J=6.0 Hz, 1H, H8), 7.95 (dd, J=7.4, 0.8 Hz, 1H,
H1), 7.86 (d, 8.2 Hz, 1H, H5), 7.72 (td, J= 8.0, 1.5 Hz, 1H, H6), 7.70 (d, J=6.0 Hz, 1H,
H4), 7.15 (td, J=6.0, 1.4 Hz, 1H, H7), 7.07 (td, J=7.4, 1.4 Hz, 1H, H2), 6.95 (td, J=7.7, 0.8
Hz, 1H, H3), 2.49 (s, 3H, MeCN), 2.13 (s, 3H, MeCN ), 1.94 (s, 6H, MeCN).

IR (cm-1) v: 2268 (v C=N), 834 (v P-F).
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= Sintesis de cis-[Ru(2-CeHas-2"-py-kC,N)(phen)(NCMe)z]PFe.

Figura 39. Sintesis de 32.

Se sintetizé el compuesto 32 siguiendo la metodologia reportada por Ryabov et. al.
(Figura 39) [56]. Se afiadié a un matraz de Schlenk el complejo 31 (0.33 g, 0.585 mmol)
y fenantrolina (0.105 g, 0.583 mmol) y se desoxigenaron al vacio. El matraz fue purgado
tres veces con N2y se le afiadié MeCN anhidro (40 mL). La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente bajo N2 durante 15 h. Se evaporo¢ el disolvente al vacio y el residuo se disolvio
en 10 ml de CH2Cl2 y se purific por cromatografia en columna con Al20s3. Se concentré
la fraccion roja recuperada y se obtuvo 32 como un solido rojizo (0.31 g, 80% de

rendimiento). La caracterizacion fue conforme a lo reportado.

1H RMN (300 MHz, CDsCN) &: 9.70 (dd, J=5.5, 2.0, 1H, H16), 8.70 (dd, J=9.0, 1.3 1H,
H8), 8.28 (td, J=7.1, 1.3, 1H, H4), 8.22-8.13 (m, 3H), 8.16 (d, J=9.0, 1 H, H12 6 H13),
8.03 (d, J=9.0, 1H, H12 6 H13), 7.85 (td, J=7.5, 0.6, 2H, H7), 747 (id, J=7.8, 1.6, 1H,
H15), 7.37-7.32 (m, 2H), 7.27 (dd, J=7.8, 1.1, 1H, H3), 7.10 (td, J=8.0, 1.3, 1H, H6), 6.57
(td, J=5.1, 0.8, 1H, H2), 2.28 (s, 3H, MeCN), 2.06 (s, 3H, MeCN).

IR (cm-1) v: 2952, 2923 (v C-H), 2262 (v C=N), 833 (v P-F).

METODOLOGIA |59



= Sintesis de trans-[Ru(2-CsHas-2"-py-kC,N)(phen)(NCMe)z]PFes.

R

u“\ CHaCH,Cl/ MeCN_
| NCMe Reflujo 72 h
NCMe
32 33

Figura 40. Sintesis de 33.

Se sintetiz6 el compuesto 33 siguiendo la metodologia reportada por Boff et. al. (Figura
40) [29]. Se afadi6 el compuesto 32 (100 mg, 151 mmol) a un tubo de Schlenk, el cual
fue desoxigenado al vacio y purgado con N2. Se adicioné al tubo una mezcla
diclorometano/ acetonitrilo 10:1 (15 mL). La mezcla de reaccién se calenté a reflujo
durante 72 horas. Después de este tiempo, se redujo el volumen del disolvente y se
purificd en una columna de Al203 usando una mezcla 9:1 CH2Cl2/MeCN como eluyente.
La fraccion pUrpura oscura se recogio y se evaporé a sequedad al vacio, obteniendo 33
como un solido morado (74.92 mg, 75% de rendimiento). La caracterizacion fue

conforme a lo reportado.

1H RMN (300 MHz, CDsCN) &: 9.61 (d, J=5.1, 1H, H16), 9.25 (d, J=5.7, 1H, H8), 8.55 (d,
J=8.3, 1H, H11), 8.20 (d, J=8.3, 1H, H5), 8.12 (d, J=9.0, 1 H, H14), 8.05 (d, J=6.0, 1H,
H12 6 H13), 8.00-7.96 (m, 2H), 7.91 (t, J=7.4, 1H, H7), 7.87 (d, J=5.4, 1H, H6), 7.69 (d,
J=7.8, 1H, H15), 7.41-7.36 (m, 2H), 6.68 (t, J=7.1, 1H, H3), 6.47 (t, J=7.7, 1H, H2), 6.02
(d, J=7.5, 1H, H10), 2.28 (s, 3H, MeCN), 1.97 (s, 3H, MeCN).

IR (cm-1) v: 2265 (v C=N) , 830 (v P-F).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Disefio de los complejos

Con base en los antecedentes, el presente trabajo tenia como principal objetivo sintetizar
los compuestos 8 y 9 reportados por Meggers [45] (Figura 41), asi como 4 nuevos
compuestos ciclometalados de rutenio con ligantes bidentados derivados de la
staurosporina (compuestos 11-14, Figura 42). Se pensaba que la seleccién de estos
ligantes en los rutenociclos permitiria el desarrollo de inhibidores mejorados de la
quinasa MSTL1. La obtencién de estos compuestos representaria un paso importante
para la elucidacion del mecanismo de accion de la ruta Hippo y para el desarrollo de

nuevas estrategias en la quimioterapia.

En primera instancia se plante6 un analisis retrosintético (Figura 43) para la sintesis de
los compuestos nuevos. Para este analisis se consideré que la sustitucion de dos ligantes
labiles en complejos ciclometalados de rutenio permitiria la introduccion de un quelato

derivado de la staurosporina.

Para poder obtener los complejos 11-14 planteados, el proyecto se dividié en 3 etapas:
i) sintesis de los ligantes, ii) sintesis de los precursores de rutenio, iii) sintesis de los

complejos de rutenio.

Figura 41. Complejos de rutenio con ligantes derivados de la staurosporina reportados [45].
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Figura 42. Complejos ciclometalados de rutenio con ligantes derivados de la staurosporina propuestos.

~JPFs

NCMe
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Ru
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= N’ NCMe +
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31
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Figura 43. Andlisis retrosintético para la obtencion de los complejos 11y 12.
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6.2 Sintesis de los ligantes

@ Trimetilsilil ) ]
_PhNHNH, N ON= __polifosfato / \ 1. LiN(SiMe3),
T EOH II\IH 2. Compuesto 20

18

Figura 44. Ruta sintética reportada para la obtencion del ligante 22 [45].

Se decidio seguir la ruta sintética reportada para la obtencion del ligante 22 (Figura 44)
[45], aunque no fue posible adquirir comercialmente la isoquinolina 17, por lo que decidio
sintetizar 17 siguiendo la metodologia reportada por Aubert et al. [48] a partir de a-
azidoacetona y o-ftalaldehido (Figura 24). No obstante, siguiendo este procedimiento no
se logré obtener mas del 11% de rendimiento. Debido a esto, se realizaron distintas

modificaciones a las condiciones de reaccion.

La metodologia original consiste en afiadir trifenilfosfina (1 equivalente) a una disolucién
de a-azidoacetona 15 (1 equivalente) con CH2Cl2 para formar el iminofosforano
intermediario (Reaccion A) a 0 °C. Posteriormente se afiade la disolucion resultante a
una disolucién de o-ftalaldehido 16 (1 equivalente) en CH2Cl2 y se deja en agitacion una
noche a temperatura ambiente (Reaccidén B). Durante la optimizacién se cambiaron las
variables de temperatura, tiempo de reaccion, disolvente, relacién equimolar, orden de
adicién de los reactantes, atmosfera inerte y se afadieron aditamentos como malla
molecular y sulfato de magnesio para tratar de desplazar el equilibrio de la reaccion. Las
variables y los rendimientos (desde trazas hasta 34%) de algunas de estas pruebas, se
resumen en la Tabla 7. Ademas se observo que el rendimiento disminuye hasta en un
17% al aumentar la concentracion de los reactantes en la disolucion. Finalmente, se

emplearon las condiciones de la entrada 9 de la Tabla 7.

RESULTADOS Y DISCUSION | 63



Tabla 7. Optimizacién de condiciones para la obtencion de la isoquinolina 17.

Reaccion A Reaccion B
@]
M Ng + ppng , )K/Npphs %o
Disolvente A Disolvente B
15
Reaccion A Reaccion B
# | Equivalentes | Equivalentes | Disolvente | Tiempo | Temperatura | Equivalentes | Disolvente | Tiempo | Temperatura %
C3HsONs PPhs 1 de de CsHeO2 2 de Rendimiento
reaccion reaccion

1 1 CHzCl2 3 hrs 0°C 1 CHzCl2 12 hrs 25°C 8%

1 1 CHzCl2 10 hrs 0°C 1 CHzCl2 12 hrs 25°C 4-10%

1 1 CHzCl2 24 hrs 0°C 1 CHzCl2 12 hrs 25°C 11%

-10 °C 13%
4 1 1 CHzCl2 48 hrs 0°C 1 CHzCl2 72 hrs 40°C 7%
-10°C 25°C 17%

5 1 1 CH2Cl2 72 hrs -5°C 1 CH2Cl2 72 hrs 50°C 0.5-4%
6 1 1 CHzCl2 12 hrs -5°C 1 Tolueno 12 hrs 25°C <5%
7 1 1 CHzCl2 12 hrs -5°C 1 Eter 12 hrs 25°C <5%
8 1 1 Eter 12 hrs 25°C 1 Eter 12 hrs 25°C 6%
9 15 15 Eter 3hrs -5°C 1 Eter 12 hrs 25°C 34%
10 15 15 Tolueno 3 hrs -5°C 1 Tolueno 18 hrs 100 °C 30%

El compuesto o-ftalaldehido 16 empleado en la sintesis anterior también fue sintetizado

en nuestro laboratorio, tomando como referencia la metodologia reportada por Zhu y

Wang [47]. Sin embargo, esta metodologia involucra el uso de acido sulftrico fumante

(H2S04exS03) y se opto por reemplazarlo con H2SO4 concentrado y calentamiento a 60

°C por 4 horas con purgas constantes con argén para desplazar el bromo desprendido

durante el calentamiento. Se logré obtener rendimientos por arriba del 70%.

Una vez que se logro reunir 2 gramos del compuesto 17 se procedié a seguir la ruta

planteada en la Figura 44 y se sintetizé el compuesto 18. Para aumentar el rendimiento

obtenido de ~60%, fue necesario afiadir una cantidad catalitica de H2SOa4 (1 gota por

cada 0.4 g del compuesto 17) y hacer lavados al precipitado formado, con una mezcla
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10:1 agua destilada:EtOH, en vez de solo lavados con etanol, ya que 18 es parcialmente

soluble en etanol. Se logré aumentar el rendimiento a >80%, que es similar al reportado.

Continuando con la ruta sintética de la Figura 44, se intentd replicar (3 veces) la
metodologia reportada para la sintesis del indol 19, pero los rendimientos obtenidos no
sobrepasaron el 10%. La metodologia reportada [45] consiste en mezclar la hidrazona
18 (5.36 mmol) con acido polifosférico trimetilsilil éster y calentar a 150 °C por 12 horas.
Transcurrido este tiempo se debe neutralizar con NaOH, extraer con acetato de etilo y

purificar por cromatografia en columna con silica gel.

Se prob6 modificando algunos parametros de la reaccion descrita en el parrafo anterior;
se incremento la temperatura (de 150 °C a 180 °C), se aumentd y disminuy6 el tiempo
de reaccion (se probaron 4, 8 y 18 horas). Sin embargo, no hubo un cambio significativo

en el rendimiento por lo que se opté por cambiar de metodologia.

Revisando en la literatura, no se encontrd otro reporte especificamente para la sintesis
del indol 19, asi que se siguieron metodologias generales para la formacion de indoles
con diferentes sustituyentes. Se probaron 4 diferentes metodologias que se resumen a

continuacion:

Método 1 (Figura 45): Se intenté hacer una sintesis de indol de Fischer catalizada por
acido y se mezclé 18 con metanol y H2SOa4. Se decidié llevar a cabo la reaccion en un

horno de microondas por 5 minutos a 65 °C. No se observé la formacion de 19.

Variaciones: Se probdé dejar la reaccién por 15 y 30 minutos en el equipo de microondas
a 65 °C. También se sustituyé el metanol por etanol. No se aprecidé ningiin cambio. Por
otro lado, se intentdé poniendo a reflujo la mezcla durante 1 noche en lugar de usar la

frecuencia de microondas pero tampoco se observo la formacion de 19.
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Figura 45. Primer intento de sintesis del indol 19 por microondas (MW).

Iz

Método 2 (Figura 46): Se mezclé la isoquinolina 17 (1 eq.) con clorohidrato de
fenilhidrazina (1 eq.) y acido acético (28 eq.). La mezcla de reaccién se puso a reflujo por
2 horas. Transcurrido este tiempo se detecté por cromatografia en capa fina (TLC) la
formacion del indol 19 y la hidrazona 18. Sin embargo, tras purificar se comprob6 que el
producto mayoritario fue la hidrazona 18 y solo se formaron trazas del compuesto de

interés.

Variaciones: Se cambi6 el tiempo de reflujo por 1, 8, 12 y 18 horas. No hubo ningun

cambio significativo.

HN’
AcOH (28 eq.) N/
120 °C,2h N N=
H

19

Figura 46. Segundo intento de sintesis del indol 19.

Meétodo 3 (Figura 47): Se baso en la metodologia reportada por Lipinska y Czamocki [57]
para la sintesis de indoles. Se prepar6 una mezcla 0.16 M ZnClz/dietilenglicol calentando
hasta obtener un liquido amarillo. Posteriormente se afiadié a la mezcla la hidrazona 18
(0.5 mmol) y se debia irradiar con frecuencias de microondas a 190 °C durante 7 minutos.
Desafortunadamente, el equipo de microondas utilizado no logré llegar a esa temperatura
y se apago sistematicamente al pasar los 100 °C. Por este motivo se intent6 realizar la

reaccion a 100 °C por 7, 10 y 15 minutos pero solo se formaron trazas de 19.
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Figura 47. Tercer intento de sintesis del indol 15. DEG= Dietilenglicol, MW= microondas.

Intento 4 (Figura 48): Se basoé en la metodologia para la sintesis de indoles reportada
por Tompkins et al [49] que consiste en mezclar la hidrazona 19 con acido
polifosforico y calentar a 130 °C. Posteriormente la mezcla de reaccion se debe
neutralizar, extraer con diclorometano y purificar por cromatografia. Se probaron
distintos tiempos de reaccién (0.5, 1.5, 6 y 12 horas) y temperaturas de 130 °C, 150
°C y 180 °C. Los mejores resultados se lograron obtener a 130 °C y 6 horas de

reaccion, con un rendimiento del 18%.

?
72\ HOFP-OTH
7/
N N= OH |,
' 130°

Figura 48. Reaccion para la obtencion de 3-(1H-indol-2-il)isoquinolina 19.

Continuando con la ruta de sintesis (Figura 44) se preparé el compuesto 21 tal cual la
referencia, en donde los autores llevan el crudo de reaccion de este compuesto a la

siguiente reaccién, ya que no es estable para cromatografia en columna.
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Se obtuvo el espectro de IR del sélido, en donde se puede distinguir la sefial de
estiramiento N-H a 3229 cm-1 y también se observan las bandas vibracionales
caracteristicas del anillo imidico [58]: tensidn (stretching) asimétrica y simétrica de C=0
en 1775 cm-1y 1722 cm-1, tension del enlace C-N en 1364 cm-1, tension transversal del
enlace C-N-C del ciclo imidico en 1025 cm-1 y la flexiéon (bending) fuera del plano del
enlace C-N-C en 735 cm-1.
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Figura 49. Espectro de IR de la molécula 21.

Posteriormente, se llevd a cabo la dltima reaccion de la ruta sintética de la Figura 44. El
compuesto obtenido presentd muy baja solubilidad en todos los disolventes probados
(MeCN, MeOH, EtOH, CH2Cl2, CHCI3, H20, AcOEt, entre otros). A pesar de este
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inconveniente, se procediod a la purificacién por cromatografia en columna con silica gel
conforme a lo reportado, sin embargo, la mayor parte de la muestra se retuvo en la parte
superior de la columna como un sélido, y solo se recuper6 22 con un 18% de rendimiento

(calculado partiendo de 0.1 g del indol 19).

Con la fraccién del compuesto 22 que se logré disolver en CDCls, se pudo caracterizar
el producto de la reaccion por iH RMN, en donde la integracion corresponde a los 25 H
esperados (Figura 50). Cabe mencionar que debido a la solubilidad muy baja del
compuesto, fue necesario dejar el tubo con la muesta en el sonicador por 30 minutos,
calentar algunos segundos a bafio Maria, retirar del calentamiento e ir agitando
vigorosamente la muestra y finalmente filtrar el precipitado remanente para poder adquirir

dicho espectro.

Lamentablemente, debido a los muy bajos rendimientos obtenidos en las reacciones
anteriores, la cantidad final obtenida fue de ~30 mg, por lo que no fue suficiente para
poder realizar las reacciones de intercambio de ligante planteadas. Aunado a esto, no
fue posible replicar esta sintesis o disefiar una nueva sintesis debido a factores fuera de
nuestro alcance (tiempo de importacion de reactivos y duracion del programa de

maestria, entre otros).

Asimismo se adquirié el espectro de 13C RMN (Figura 51), aunque en este caso se
detectaron 16 de las 24 sefiales esperadas, ya que no se logran apreciar las sefiales de
algunos carbonos cuaternarios, muy probablemente debido a la baja concentracion de la

muestra. Sin embargo, las demas sefiales coinciden con lo reportado.
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Figura 50. Espectro de 1H RMN (CDCIs) de la molécula 22.
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Figura 51. Espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCIls) de la molécula 22.
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Si bien las metodologias reportadas para la sintesis de la isoquinolina 17, el indol 19 y el
ligante 22 describen rendimientos moderados (~30-50%), no se lograron reproducir
dichos rendimientos y fue necesario realizar distintas modificaciones en las métodos

reportadas.

Debido a los bajos rendimientos obtenidos para sintetizar el ligante 22, se optd por
intentar preparar el ligante 26, estructuralmente similar a 22 pero con un anillo aromatico
menos. Para la obtencion del ligante 26, las reacciones se realizaron conforme a la
sintesis reportada [45], a excepcion de la sintesis del indol 24, en donde se emple6 acido

polifosfarico en lugar de &cido polifosforico trimetilsilil éster (Figura 52).

Q
HO[-P-O1H
OH In N/ \
N N=
© H
24
A(/
N
Br 2
AN
N N= Si
25 oN_0
Br 20 Br

Figura 52. Procedimiento general para la obtencion del ligante 26 [43].

Al igual que en la sintesis del ligante 22, el compuesto 26 fue muy poco soluble en los
disolventes organicos probados (CH2Cl2, CH2CH2Cl2, CHCIs, MeOH, EtOH, MeCN, Et20,
Acetona, H20, AcOEt, Tolueno, DMSO), lo que dificultd su purificacion. Se intentd
purificar por cromatografia en columna con silica gel, pero de manera similar que con el

compuesto 22, la mayor parte de la muestra se quedo retenida en la columna.
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Como se ha discutido, una particularidad de los ligantes 22 y 26 que se intentaron
preparar y que fue una gran limitante para cumplir los objetivos del proyecto, fue la baja
solubilidad que presentaron ambos compuestos en disolventes organicos. En relaciéon
con esta problematica, en la metodologia reportada por Meggers et. al. [45] para el ligante
26, se menciona que inicialmente ellos tampoco lo pudieron utilizar como sustrato para
pruebas de coordinacién debido a la muy pobre solubilidad de este compuesto. A raiz de
esto, Meggers y colaboradores incorporaron un grupo -SiRs (proveniente de TBSCI;
cloruro de tert-butildimetilsililo) para aumentar la solubilidad de la moléculay asi, lograron
sintetizar una serie de ligantes similares estructuralmente (entre ellos el ligante 22) y

pudieron llevar a cabo las reacciones de coordinacién al rutenio.

Relacionando los resultados obtenidos con la probleméatica inicial del grupo de Meggers,
cabe la posibilidad de que se haya perdido significativamente el grupo -SiRs en alguna
de las dos reacciones en las que esta involucrado: i) litiacion para la obtencion de 21 o
25, ii) fotdlisis para la obtencion de 22 o 26. El grupo protector TBS utilizado es resistente
a bases fuertes aproticas y a temperaturas debajo de los 0 °C, pero hay reportes de ser
labil a acidos [59]. Por las caracteristicas mencionadas se piensa que la base LIN(SiMe3)2
empleada en la reaccién de litiacion no interfiri6 en la posible desproteccién. Sin
embargo, para finalizar esta reaccion fue necesario un tratamiento con una solucion
acuosa de HCI al 10% (Figura 53). Se piensa que un exceso del acido podria haber
producido en cierta medida la ruptura del enlace Si-N (energia de enlace (D)= 355 kJ/mol)

y la formacion de un enlace Si-O (D= 452 KJ/mol) mas fuerte (Figura 54).
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Figura 53. Mecanismo propuesto para la formacion de 21

N N=

H

Figura 54. Posible mecanismo para la pérdida del grupo -SiMez2(CMes).
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6.3 Sintesis de los complejos precursores de rutenio

Se lograron obtener los 3 precursores de rutenio 30, 31 y 33 planeados para llevar a
cabo este proyecto (Figura 55) con rendimientos conforme a lo reportado, en el rango
de 65-75%.

~|PFe
< PFg NCMe
F\’I j ~..| «NCMe
" .
MeCN™ | 'CO _ N/R|U‘NCMe
NCMe , NCMe
NN
30 31

Figura 55. Precursores de rutenio sintetizados

Los complejos precursores de rutenio 31 y 33 se escogieron por contar con un fragmento
ciclometalado de 2-fenilpiridilo (phpy) y ligantes labiles que permitirian realizar un
intercambio por quelatos derivados de la staurosporina. Ademas, estos compuestos han
sido estudiados por nuestro grupo de investigacion en la ultima década, y se ha logrado
recopilar informacion valiosa en cuanto a su sintesis y su reactividad. Por ejemplo, se
determind que el compuesto 33 presenta una notablemente mayor reactividad en
reacciones de intercambio de ligantes, en comparacion a su isémero cinético 32 (Figura
56) [30,60].

CH,CH,Cl,/ MeCN
Reflujo72h

Figura 56. Isdmeros cinético (32) y termodinamico (33).

En los estudios realizados por nuestro grupo de investigacion, los dos ligantes MeCN en

32, ambos trans a un &tomo de N con hibridacion sp2 no pudieron ser sustituidos por otro
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ligante. Por el contrario, su isdbmero 33 en el que un MeCN se encuentra en posicion
trans al atomo de C del anillo del fenilo orto-metalado a rutenio, las reacciones de
sustituciéon de ligante se dieron rapida y cuantitativamente al probarse con varios ligantes
monodentados y bidentados [30,60]. Asimismo, se determino que los ligantes MeCN en
33 pueden ser facilmente sustituidos por quelatos N*N gracias al gran efecto trans del

atomo de C del ligando phpy ciclorutenado.

6.4 Pruebas de coordinacion de ligante.

Debido a que no se logré obtener suficiente cantidad de los ligantes 22 y 26, se opt6 por
realizar pruebas de intercambio de los dos acetonitrilos labiles de los precursores de
rutenio 26 y 29 sintetizados, por un quelato N*N, empleando la hidrazona 18 y el indol
24, que son precursores de los ligantes 22 y 26 respectivamente. Se decidio utilizar estos

compuestos ya que fueron los que se lograron obtener en rendimientos significativos.

6.4.1 Reaccion del precursor de rutenio 30 con el ligante 18

—, IPF

= |PFe 7\ , \
Ru., + NGNS s = QN\ NS

mecN” | _“CO | 55 °C, CHyCN, 12 h R(

NCMe NH % ~co
30 18
34

Figura 57. Reaccioén de intercambio de ligante

Se emplearon las condiciones de reaccion reportadas por Meggers (Figura 57) [45] para
obtener el compuesto 8. Se colocaron el precursor de rutenio 30 (1 eq.), el compuesto
18 (1 eq.), K2CO3 (1.2 eq.) y acetonitrilo en un tubo de Schlenk bajo atmosfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion y calentamiento a 55 °C por

12 horas. En el transcurso de este tiempo, la disolucién inicialmente amarilla pasé a un
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color rojo intenso. Al terminar el tiempo de reaccion, se evaporo a sequedad y se obtuvo
un solido rojo que se purificd por cromatografia en columna con Al203, empleando una
mezcla CH2Cl2:MeCN (9:1) como eluyente. Se observo cualitativamente (cambio de color
rojo a café) que este compuesto se descompone en estado soélido, aun manteniéndolo

en atmosfera inerte.

CARACTERIZACION

Se caracterizé el compuesto 34 mediante espectrometria de IR (Figura 58) y 1H RMN
(Figura 59, tabla 8). No fue posible caracterizar este compuesto por difraccion de rayos
X, analisis elemental ni por espectrometria de masas debido a que el compuesto sufrié
descomposicion en el proceso de purificacion, al tratar de eliminar los residuos de la

materia prima.

100

N-H

Transmittance [%]
70 80 a0

50

(C=N)
Arom

40

20
3349.40
g | 3053.62
S 2904.71
2850.76
2810.22
1918.65
2.35
747.85
730.01

2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
Page 1 of 1

3500

Figura 58. Espectro de IR del compuesto 34.
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IR.
En el espectro de IR se puede distinguir la banda de vibracion del ligante CO a una

frecuencia de 1918 cm-1. Si se compara este valor con el del precursor de rutenio 30 a
2004 cm-1 (a un mayor numero de onda), se puede concluir que en el compuesto obtenido
hay una mayor retrodonacion 1 del rutenio al ligante CO, es decir, que la coordinacién

con el ligante N*N esta provocando un aumento en la densidad electrénica del centro

metalico.

Otro factor clave en la caracterizacion, es la ausencia de la banda intensa a 831cm-1
(caracteristica del anion PFes-), ya que se esperaba la formacion de un complejo neutro.
Otras sefales que se pueden distinguir en el espectro son la banda del estiramiento C=N
del enlace de la hidrazona en ~1600 cm-1 y la sefial en 1588 cm-1 del enlace (C=N)arom.
Por otro lado, se observa una banda en 3349 cm-1 del enlace N-H, lo cual indica la

presencia de ligante 18 libre.
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Figura 59. Espectro de RMN 1H (CD3CN) del compuesto 34.
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Tabla 8. Caracterizacién del compuesto 34. La Integracion presentada es relativa, no se tomé en cuenta
la integracion del ligante libre presente en la muestra.

H asignado & (ppm) Multiplicidad Integracion
A 2.43 S 4 H
[ 4.90 S 5H
L 7.10-7.01 m 1H

JK,M, N 7.35-7.23 m 4 H
E 7.57 t 1H
D 7.69 t 1H
F 7.94 d 1H
C 7.99 d 1H
B 8.48 S 1H
G 9.42 s 1H

Los datos obtenidos en 1H RMN confirman la presencia de todos los H esperados en el
complejo 34 propuesto. En el espectro adquirido se pueden observar sefales del ligante
libre, por lo que se realiz6 una integracion relativa de las sefiales de interés sin tomar en
cuenta las sefales del ligante 18 (Tabla 8). Sin embargo, se aprovecharon las sefales
con multiplicidades y & conocidos para poder asignar los H aromaticos en la region de
7.69 -7.10 ppm. En el espectro de la Figura 60 se muestra la comparacion de los

protones pertenecientes al compuesto 34 y al ligante 18.

Para la integracion de las sefales del espectro, se tomaron como referencia los 5 H del
ciclopentadienilo (Hi). Esta sefial tuvo un desplazamiento a campo bajo de 0.25 ppm en
comparacién al precursor de rutenio 30. En cuanto a los otros sistemas aromaticos del
compuesto, se pueden distinguir claramente en el espectro las sefiales de Hg, He y Hi;
Hc tuvo un desplazamiento de 0.22 ppm a campo bajo, He de 0.05 ppmy Hc de 0.16
ppm. Las seflales de Hc y HrF aparecen como dobletes en 7.99 y 7.94 ppm
respectivamente, lo cual indica un desplazamiento a campo bajo de 0.07 ppm en ambos
casos. A su vez, las sefales para los 4 H aromaticos del grupo fenilo (Hi, Hk, Hvy HN)
aparecen en la region de 7.35-7.23 ppm. Ademas, se puede distinguir un multiplete

correspondiente a Ht que tuvo un desplazamiento a campo bajo de 0.16 ppm. Los
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desplazamientos de estas sefales nos indican que hubo un cambio en las nubes

electronicas de los sistemas 11 de los anillos aromaticos, en comparacion con el ligante
libre 18.

Finalmente, la integracién de los Ha no concuerda exactamente con lo esperado (3 H).
Es muy factible que esto se deba a una superposicién con la sefial del ligante libre, ya
gue los Ha estan en una posicién lo suficientemente alejados del centro metélico y puede

ser que no resienten influencia electrénica tras la coordinacién al rutenio.
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Figura 60. Asignacion de sefiales en RMN 1H (CDsCN) del compuesto 34 y del ligante 18 presente en la
muestra.

Adicionalmente, se intent6 purificar el compuesto por cristalizacién, con la técnica de
difusion lenta en una mezcla diclorometano: éter. Sin embargo, se observo

descomposicion del producto antes de la formacién de cristales.
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MECANISMO DE REACCION

Se piensa que la formacion del complejo 34 pudo ocurrir mediante un mecanismo
disociativo (Figura 61). En esta propuesta, en primer lugar se genera un sitio vacante al
removerse alguno de los dos ligantes labiles de acetonitrilo, obteniendo una especie a
16 electrones [RuLaX]+. Posteriormente se coordina el ligante (HN”N) al metal a través
de un atomo de N, formando una especie a 18 electrones [RuLsX]+. Consecutivamente,
se coordina al rutenio el otro N del ligante mediante un intercambio con un ligante de
acetonitrilo. En el siguiente paso del mecanismo interviene la base (K2COs) presente en
el medio de reaccion, sustrayendo un protdén enlazado a N del ligante coordinado. Se
piensa que esta desprotonacion ocurre hasta este punto ya el H en cuestiéon no es lo
suficientemente acido para ser removido por el carbonato de potasio (pka hidrazona = 20).
No obstante, cuando el atomo de N se une a rutenio, aumenta la acidez de dicho proton,

generando finalmente el compuesto 34.

.
. = = | =
+NH N Ru., -MeCN Ru B Ru
e e R e | T vl
NH N 3 — n
kNH N v N ~
]
— Ru
+ ~ ~
* N | Sco
I I A B B I g
— _Ru,, +MeCN Ru_ _Ru__
NH N MeCN ’l\‘ “co H—NQ_/’L co sz\‘u’l\‘ co 34
HN—/ gt

Figura 60. Posible mecanismo para la formacién de 34.
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6.4.2 Intento de reaccion del precursor de rutenio 33 con el ligante 18

PFg
NCMe ]
N, | _wNCMe 7\

RU\N + N/ N= K2C03 -

\ 55°C, CH3CN, 12 h

©/NH 83

Figura 61. Intento de reaccién para obtencion de 35.

Como un primer intento de reaccion, se replicaron las condiciones de la reaccion anterior,
en donde los datos obtenidos indican que se obtuvo el complejo esperado. Se colocaron
el precursor de rutenio 33 (1 eq.), el compuesto 18 (1 eq.), K2COs (1.5 eq.) y acetonitrilo
en un tubo de Schlenk bajo atmdsfera de nitrogeno. La mezcla de reacciéon se mantuvo
en agitacion y calentamiento a 55 °C por 12 horas (Figura 61). Al terminar el tiempo de
reaccion, se evaporo a sequedad y se obtuvo un solido morado que se purificé por
cromatografia en columna con Al20s, empleando diferentes mezclas de CH2Cl2:MeCN

como eluyente.

En la caracterizacion por 1tH RMN (Figura 62) se observan sefiales en 9.50, 9.28,8.97 y
8.64 ppm, que podrian corresponder a un desplazamiento en las sefiales de 33 debido
a la formacion del complejo 35, sin embargo, hay bastante ruido en el espectro adquirido
y las sefiales no estan bien definidas. Se obtuvo ademas el espectro de IR (Figura 63)
del producto disuelto en acetonitrilo y se aprecia la banda de estiramiento de C=N
correspondiente a la hidrazona, pero también se observa la banda caracteristica de PFe,
gue no deberia aparecer puesto que se esperaba obtener un compuesto neutro. No se

obtuvo ninguna evidencia contundente que indique la formacién del compuesto 35.
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Figura 62. Espectro de RMN 1H (CDsCN) del producto de la reaccion entre el precursor de rutenio 33y la

hidrazona 18.
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Figura 63. Espectro de IR del producto de reaccion entre el precursor de rutenio 33 y la hidrazona 18.
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6.4.3 Intento de reaccion del precursor de rutenio 30 con el ligante 24

PF NI
= \

K,CO N=
_Ru.. + N7\ - 203 . </
MecN” | “CO N NS 55 9C, CH4CN, 12 h =)
30 g:g
24 36

Figura 64. Intento de reaccion para obtencién de 36.

Se colocaron el precursor de rutenio 30 (1 eq.), el compuesto 24 (1 eq.), K2COs (1.5 eq.)
y acetonitrilo en un tubo de Schlenk bajo atmésfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion y calentamiento a 55 °C por 12 horas (Figura 64). Al terminar
el tiempo de reaccion, se evaporé a sequedad y se obtuvo un sélido café. El producto de
reaccion no se logré caracterizar. En el espectro de 1H RMN adquirido aparece bastante

ruido y sefales indefinidas que parecen indicar la descomposicién del posible producto.

6.4.4 Intento de reaccion del precursor de rutenio 33 con el ligante 24

PFg
NCMe j
N, | .NCMe |
RU- K,CO
RU‘N + \ / \ 2 3 e
N N= CH,CH,Cl,, reflujo 12 h
H
24

Figura 65. Intento de reaccion para obtencién de 37.
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Para realizar esta reaccion, se decidi6 modificar las condiciones de reaccion de las
reacciones anteriores. Se colocaron el precursor de rutenio 33 (1 eq.), el compuesto 24
(1.2 eq.), K2COs3 (1.5 eq.) y dicloroetano en un tubo de Schlenk bajo atmdésfera de
nitrogeno. La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo por 12 horas (Figura 65). Al
terminar el tiempo de reaccién, se evaporé a sequedad y se obtuvo un sélido morado
estable al aire, y también estable en disolucion. Se purific6 el sélido obtenido por
cromatografia en columna con Al20s. Se utilizd diclorometano como eluyente y se fue
aumentando la polaridad poco a poco con diferentes mezclas CH2Cl2/MeCN. Se lograron

separar 3 productos, dos fracciones color morado y una fraccion amarilla.

CARACTERIZACION.

1H RMN.
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Figura 66. Espectro de RMN 1H (CDsCN) del producto de la reaccion de la Figura 65.
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Tabla 9. Caracterizacion del compuesto 37.

d (ppm) Multiplicidad Ju-w (HZz) Integracion H asignado
8.51-8.34 m - 4H S,P,AR
8.31 dd 8.2,13 1H X
8.25 dd 53,12 1H D
8.15 d 0.5 2H -
8.11 dd 50,14 1H --
8.09 d 1.2 2H --
8.07-8.01 m -- 1H -

7.88 d 1.1 1H --
7.85 dd 3.0,1.3 1H -
7.70-7.65 m - 1H ~
7.64 d 0.6 1H -
7.63—-7.60 m -- 2H -
7.59 s - 1H N
7.57 ddd 5.7,1.6,0.8 1H --
7.41 dd 8.2,53 1H K
6.88 dd 72,13 1H L
6.86 —6.78 m - 1H F
6.71 td 73,13 1H G
6.30 dd 75,09 1H Y

En el espectro de 1H RMN de la primera fraccibn morada (Figura 66), la integracion
corresponde para las 25 sefales esperadas para el compuesto 37 (Tabla 9). Se utilizé
como referencia para la integracién la sefial de Hy. Esta sefial mostré un desplazamiento
de 0.27 ppm a campo bajo, en comparaciéon con el precursor 33. Ademas, se pueden
distinguir claramente las sefiales de Hr y Hg, que tuvieron un desplazamiento a campo
bajo de 0.14 y 0.2 ppm respectivamente. Asimismo, se observa una sefial de singulete
correspondiente a Hn del ligante coordinado a 7.59 ppm, lo que confirma un

desplazamiento a campo alto de 0.6 ppm en comparaciéon al ligante libre. También se
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pueden distinguir las sefiales de Hx y Hp, caracteristicas del precursor 29 desplazadas a

campo alto en 0.24 y 0.05 ppm.

Por otro lado, se le asigno el H mas probable a otras sefales del espectro, en relacion
con las multiplicidades y desplazamientos conocidos del precursor 29 y del ligante libre
24. Sin embargo, seria necesario realizar experimentos como (1H-1H) COSY, (1H-13C)

HSQC y (1H-13C) HMBC para poder asignar las sefiales con una mayor certeza.

MECANISMO DE REACCION

Se propone el siguiente mecanismo disociativo para la obtencion de 37 (Figura 67). En
este mecanismo se genera un sitio vacante al removerse alguno de los dos ligantes
labiles de acetonitrilo, obteniendo una especie a 16 electrones [RuL4X]+. Posteriormente
se coordina el ligante (HN”N) al metal a través de un &tomo de N, formando una especie
a 18 electrones [RuLsX]+. Consecutivamente, se coordina al rutenio el otro N del ligante
mediante un intercambio con un ligante de acetonitrilo. En el siguiente paso del
mecanismo interviene la base (K2CO3) presente en el medio de reaccion, sustrayendo
un protén enlazado a N del ligante coordinado, generando finalmente el compuesto a 18
electrones [RuLaXz] 34.
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+ HN' N
N N
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R T p — —
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N C =N N H N

Figura 67. Mecanismo propuesto para la formacion de 37.
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7. CONCLUSIONES

Se presentaron distintas adversidades en la metodologia escogida para la sintesis del
ligante 22. No obstante, se buscaron y encontraron las condiciones de sintesis
adecuadas para continuar con el proyecto, extendiendo la parte de sintesis organica
contemplada inicialmente. Como un resultado colateral, el presente trabajo aporta nueva
informacion experimental para la sintesis de los compuestos organicos 16, 17 y 19,

intermediarios en la sintesis del ligante 22.

Se lograron sintetizar los dos ligantes de indolcarbazol derivados de la staurosporina 22
y 26 contemplados, sin embargo, los rendimientos finales fueron bajos ~15 - 20%.
Tomando en cuenta el largo trabajo de sintesis organica y los rendimientos obtenidos en
las diferentes etapas de la sintesis, aunado a la casi nula solubilidad que presentaron
estos ligantes en disolventes organicos, no fue posible llevar a cabo las reacciones de

intercambio de ligante previstas para la obtencién de los complejos 11-14 esperados.

Alternativamente, con la finalidad de probar la eficacia de la coordinacién de ligantes
bidentados tipo (HN”N), se realizaron diversas pruebas de coordinacion con los
precursores de rutenio 30 y 33 sintetizados, empleando como ligantes las moléculas de
indol y de fenilhidrazona sintetizadas en las etapas intermedias para la obtencion de los
ligantes 22 y 26 respectivamente. De esta manera se lograron obtener 2 complejos de
rutenio nuevos. Ambos compuestos se lograron caracterizar por espectrometria de 1H
RMN e IR.
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. PERSPECTIVAS

Optimizar la Gltima etapa en la sintesis de los ligantes 18 y 22 para poder obtener
los ligantes derivados de la staurosporina en mayor rendimiento.

Intentar aumentar la solubilidad en disolventes organicos de los ligantes 18 y 22.
formando sales de litio.

Efectuar reacciones de coordinacion de ligante para obtener los complejos 30-35
gue no se lograron obtener en el presente trabajo.

Complementar la caracterizacion de los compuestos 36 y 39 empleando las

técnicas de espectrometria de masas, difraccion de rayos Xy 13C RMN.
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