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1. Introduccion.

A lo largo de los afios los carbenos se han ido abriendo paso a través de las ciencias
quimicas desde ser un mero descubrimiento casual (al igual que la gran mayoria en la
historia), hasta ocupar un lugar importante en varias ramas de la Quimica desde el mo-
mento en el que se logré probar su existencia mediante caracterizaciones espectrosco-
picas en la década de 1950 y hasta la fecha tanto en la rama organica al ser introducidos
por Doering y Hoffman como en la organometalica presentados por Fischer y Maasbol;
con aplicaciones que van desde intermediarios en sintesis, inserciones de Hidrégeno,
formacion de complejos metal — carbeno, hasta como catalizadores en diversas reaccio-
nes o como agentes con actividad biolégica importante (antitumorales, antibiéticos, anti-
fungicos o potenciales inhibidores de enfermedades neurodegenerativas como Parkin-
son y Alzheimer por mencionar algunas)?. La presente investigacion tiene por objeto ge-
neral estudiar una especie en particular de estos; conocida como complejos de carbenos
N — heterociclicos (NHC) y su potencial actividad como agentes citotoxicos y en concreto
la sintesis y caracterizacién de una serie nueva de complejos metélicos derivados de

NHC funcionalizados.

Como ligantes, los carbenos N — heterociclicos (NHC) han sido una de las especies mayormente
estudiadas en los ultimos afios, asi como una de las que mayor cantidad de avances ha experi-
mentado debido a factores diversos como una amplia accesibilidad, disponibilidad, facilidad en el
manejo, entre otras. La razon por la cual se funcionalizan es para modificar sus propiedades es-
téricas o electronicas, al realizar modificaciones sistematicas es posible determinar qué factores
favorecen mas a la actividad biologica, la catélisis o cualquier otra aplicacion para la cual se tenga

pensado emplear el compuesto.

Finalmente, el empleo de metales con el proposito de combatir enfermedades y padecimientos
se conoce desde la antigiiedad y en afios recientes ha sido ampliamente extendido su uso en
farmacos. El Rutenio ha surgido como una de las mayores promesas en el combate contra el
cancer debido a su capacidad de mimetizar algunos metales esenciales, asi como de disminuir

los efectos secundarios en el organismo.



2. Antecedentes.

2.1. Carbenos.

Para comenzar a hablar sobre carbenos es necesario definirlos, segun la IUPAC son “la
especie eléctricamente neutra H2C: y sus derivados, en la cual el carbono esta enlazado
de manera covalente a dos grupos univalentes de cualquier tipo 0 a un grupo divalente
y posee dos electrones de no enlace, los cuales pueden estar con espin apareado (es-
tado singulete) o con espin desapareado (estado triplete)®. En términos generales se
puede decir que un carbeno es aquella especie neutra del tipo R2C: con sélo 6 electrones
en su entorno quimico, de los cuales 4 se encuentran comprometidos en ambos enlaces
R — C vy los dos restantes se localizan como electrones de no enlace, es importante
recalcar que una caracteristica propia de los carbenos es la presencia de dos orbitales
de no enlace en el carbono carbénico en los cuales es posible distribuir los electrones
del par libre*; la manera en que estos sean dispuestos sera de suma importancia puesto
gue como se explica mas adelante, definira tanto el estado electronico como la geometria

de la molécula®.

R/l/l,,.

R

Figura 2.1 Representacion general de un carbeno®.

En lo que respecta a la geometria del carbono carbénico, esta puede ser tanto lineal
como angular dependiendo del tipo de hibridacion que se exhibe. Cuando se presenta
un centro carbénico con hibridacién sp y dos orbitales p energéticamente degenerados
(px Y py) se trata del caso de la geometria lineal; por otra parte, se puede hablar de una
geometria angular en caso de presentarse una hibridacién del tipo sp2. En la transicion
de una hibridacién sp a una sp? la energia de un orbital p (usualmente llamado pr) per-
manece casi sin cambios mientras que el recién formado orbital hibrido sp? (normalmente

llamado 0), se estabiliza energéticamente mientras adquiere un carécter parcial s. Sin



embargo, la geometria lineal raramente es observada ya que la mayoria de los carbenos
contienen un carbono carbénico con hibridacién tipo sp? y por lo tanto seran angula-
res®.Es importante destacar que se han dedicado enormes esfuerzos para entender y

caracterizar la estructura electrénica, asi como la geometria de los carbenos®.

A continuacion, se discute el estado basal de un carbeno, el cual resulta de suma impor-
tancia predecir teniendo en cuenta que de ello dependera directamente su estabilidad y

reactividad’.

Px Pr

A R
R—C—R R‘;bc:<:) o

N J

sp sp?
Carbeno Carbeno
triplete singulete

Figura 2.2 Posible geometria y configuracion electrénica de un carbeno'4.

Considerando el caso lineal (sin tomar en cuenta las contribuciones 1T de los sustituyen-
tes) de acuerdo con la primera regla de Hund la Unica configuracién electrénica posible
es pxipy! debido a la degeneracion de los orbitales px y py, en los cuales ambos espines
se encuentran con la misma orientacion dando lugar a un espin total S=1 lo cual conduce
a una multiplicidad M=3 razén por la cual los carbenos de geometria lineal se encuentran,
de manera general; en un estado triplete. Al considerar el caso angular se pueden en-
contrar dos configuraciones electronicas posibles las cuales se explicaran a continua-
cion. En el primer caso los electrones pueden ocupar singularmente cada uno de los dos
distintos orbitales (o y pn), lo cual de la misma manera que en el caso de la geometria
lineal; conduce a un estado basal de tipo triplete (3B1); mientras que en el segundo caso
los dos electrones de no enlace se encuentran apareados ocupando el orbital o (energé-

ticamente mas favorable).



Adicionalmente a los dos estados basales para la geometria angular, existen dos confi-
guraciones electronicas menos favorables que también conducen a estados singulete.
La primera de ellas tiene ambos electrones apareados en el orbital pr l0 cual resulta en
una configuracion electrénica o°p,?, es asi como se deduce su configuracion del estado
basal singulete (*A1), mientras que en la segunda de ellas dos electrones se encuentran
ocupando de manera individual cada uno de los orbitales oy pr, pero con espin opuesto
entre ellos con una configuracion electréonica o! ps*, y al igual que en el caso anterior se
obtiene un singulete como estado basal (*B1), aunque a diferencia del primer caso este
es un singulete excitado. A pesar de ser de sumo interés, estas dos configuraciones
descritas resultan ser poco probables y por tanto no seran de relevancia en la presente

investigacion

Como se menciond anteriormente, las propiedades y reactividad de los carbenos angu-
lares estan determinadas principalmente por su multiplicidad de espin en el estado basal.
A los carbenos tipo triplete se les conoce como insaturados o de capa abierta puesto que
sus dos orbitales se encuentran ocupados Unicamente por un solo electrén cada uno de
ellos, de manera que tienen la posibilidad de acomodar un electrén de espin opuesto, y
es asi como al carbono carbénico se le puede asignar un caracter electrofilico o dirradi-
cal. Por el contrario, los carbenos singulete poseen un orbital o completamente ocupado
(capa cerrada) al cual se le puede asignar un caracter nucleofilico y un orbital pr total-
mente vacio cuyo caracter se puede definir como electrofilico®. Al encontrarse presentes
sitios tanto nucleofilicos como electrofilicos, se define formalmente al carbeno de tipo
singulete como ambifilico. El hecho de que un carbeno angular adopte un estado basal
singulete o triplete se encuentra determinado por las energias relativas entre los orbitales
oy pr (los cuales se ven influenciados por los sustituyentes R del carbono carbénico).
Mientras que una gran brecha de energia (al menos 2 eV) estabiliza al estado singulete,

una diferencia menor a 1.5 eV conduce hacia un estado triplete®.
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Figura 2.3 Relacién entre el angulo de enlace y la brecha de energia entre los orbitales de los carbenos?3.

No solo los sustituyentes per se del carbono carbénico influyen en la brecha energética,
sino que esta también se ve afectada por efectos estéricos y electrénicos. En lo que
respecta a grupos electro — atractores, estabilizan el orbital o al incrementar su caracter
s mientras dejan al orbital p; practicamente igual; lo cual provoca un incremento en la
brecha energética entre los orbitales o'y pr, dicho efecto tiene como resultado un estado
basal singulete favorecido. Por otro lado, los grupos electro — donadores disminuyen la
distancia de la brecha resultando en un favorecimiento del estado triplete. Mientras que
los efectos inductivos juegan un rol fundamental en la multiplicidad de espin del estado
basal, los efectos mesoméricos de los sustituyentes tienen un papel fundamental en lo
gue respecta al angulo de doblamiento en los carbenos; si este se encuentra enlazado
al menos a un grupo 1T — aceptor Z (por ejemplo carbonilos, nitrilos, silanos, etc.) , se
producird una geometria cuasi lineal puesto que la degeneracion inicial entre px y py se
comienza a romper debido a las interacciones 1 con los sustituyentes Z1° ; tal efecto
conduce hacia un estado singulete lineal poco comun. Por el contrario, un grupo 1 —
donador X (como lo son N, O, P, S o halégenos) incrementan la energia del orbital pr
mientras que la energia del orbital o permanece sin cambios, la brecha energética se
incrementa favoreciéndose una geometria angular en estado singulete®. En general, se
consideran a los carbenos angulares en estado singulete y triplete como los predeceso-

res de los carbenos tipo Fischer y tipo Schrock respectivamente.



2.2. Carbenos tipo Fischer y tipo Schrock.
Como se menciono anteriormente, los carbenos en su forma singulete y triplete se pue-
den considerar como los predecesores de los carbenos de tipo Fischer! y de tipo Sch-
rock!?13 respectivamente; en el primer caso predomina la donacion directa del carbono
carbénico hacia el metal y, en general; este tiende a soportar una densidad de carga
positiva. Por otro lado, al analizar el segundo caso es posible apreciar que se forman dos
enlaces covalentes polarizados hacia el carbono carbénico lo cual deriva en una mayor

densidad electrénica sobre este atomoi4.

\\\\\\R ’ 0 O\\\\\\R ’
DC\ MQ—DC‘\
o QYR O 0 R
Carbeno tipo Carbeno tipo

Fischer Schrock

Figura 2.4 Forma general de los carbenos tipo Fischer y tipo Schrock.

Por lo que se refiere a los carbenos de tipo Fischer se puede decir que son de tipo sin-
gulete y se encuentran estabilizados por la presencia de heteroatomos, ademas de tener
una brecha de energia bien diferenciada entre sus estados basales triplete y singulete®.
Es a través de una interaccion mutua donador — aceptor de dos fragmentos singulete
(capa cerrada), que se llega a formar un enlace metal — carbeno?®. Este enlace puede
explicarse mediante una donacion o carbeno — metal y, de manera simultanea la retro-
donacién m metal — carbeno?’. Es importante destacar que los electrones  usualmente
se encuentran polarizados hacia el metal, asi mismo el enlace carbeno — metal posee un
caracter parcial de doble enlace el cual tiende a disminuir con la estabilizacion del car-
bono carbénico mediante un efecto inductivo establecido por los grupos en la posicion a
a este'®. Se debe agregar que los carbenos de tipo Fischer son de caracter electrofilico

y susceptibles a un ataque nucleofilico en el carbono carbénico?®.

Por otro lado, se tienen a los carbenos de tipo Schrock; pobremente estabilizados?%2!
debido a la nula capacidad donadora m de sus grupos sustituyentes (alquilos o



hidrégenos), con brechas de energia difusas entre la forma del estado basal singulete y
triplete debido a su estado como “dirradical’, las configuraciones electronicas de alta
energia son mas susceptibles??>23. Mediante el acoplamiento de dos fragmentos triplete
logran formar un enlace metal — carbeno de tipo covalente?* en el cual los electrones 1
se encuentran distribuidos de manera casi uniforme entre el metal y el carbeno; es de
esta manera que se puede afirmar que el enlace metal — carbeno existente se trata de
un verdadero doble enlace?®. Como informacién adicional cabe resaltar que los carbenos
de tipo Schrock son de caracter nucleofilico y susceptibles de reaccionar con electrofilos
en el carbono carbénico!®. Ahora bien, es importante entender que los ejemplos explica-
dos anteriormente (Fischer y Schrock), representan casos particulares y opuestos de los
carbenos lo cual no significa que en la realidad sélo existan dos opciones; sino mas bien
ocurre que se llegan a presentar caracteristicas de ambos casos; inclinandose mas hacia

uno u otro dependiendo de qué cualidades comparten o en que rasgos difieren.

2.3. Carbenos N — heterociclicos (NHC).

En lo que respecta a carbenos se debe decir que existen tres tipos diferentes de ellos.
Ya se han presentado los dos extremos opuestos del tema; pero a medio camino entre
uno y otro se encuentra el tercer tipo de carbeno, divulgado en un principio como carbeno
de Wanzlick?® — Arduengo?’ (se decidié nombrarlo asi en honor a los investigadores que
lograron por primera vez sintetizarlos y aislarlos respectivamente); aunque hoy en dia
son conocidos como carbenos N — heterociclicos (NHC). Los NHC se pueden definir
como una especie heterociclica neutra cuya estructura contiene un carbono carbénico y
al menos un Nitrdgeno adyacente a este, adicionalmente al &tomo de Nitrdgeno es posi-
ble que también existan enlaces a otros heteroatomos (Oxigeno o Azufre) y usualmente
(aunque no de manera necesaria) presentan grupos voluminosos como sustituyentes en
el atomo de Nitrégeno los cuales les confieren una mayor estabilidad tanto termodina-
mica?® como cinética, que inhibe la descomposicion por dimerizacion (equilibrio de Wanz-
lick) 2°.



Carbeno tipo
Wanzlick - Arduengo

Figura 2.5 Complejo metal — carbeno NHC?8,

La estructura de los NHC puede ser diversa y muy variada, lo cual sumado a la gran
cantidad de ligantes disponibles para su coordinacion ha desatado un desarrollo impre-
sionante y muy acelerado en la investigacion con respecto a este tipo de compuestos.
Entre las estructuras desarrolladas por diversos grupos de investigacion, se encuentran
heterociclos con anillos que van desde los cuatro hasta los siete miembros asi como
aquellos funcionalizados , los fusionados a algun ciclo organico (arenos generalmente)y
los que incluyen mas de un NHC en su estructura asociados entre si por algun tipo de
enlazador (son mejor conocidos como compuestos tipo pinza y en los ultimos afios han
surgido como tendencia entre muchos grupos de investigaciéon) siendo los anillos de
cinco miembros los mas importantes y de mayor desarrollo, entre los que destacan tres
tipos de anillos principalmente; los saturados, insaturados y los que contienen un tercer

heteroatomo (N es el mas usual, aunque también se incluye O y S)%.
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Figura 2.6 Tipos mas comunes de NHC34,

Los NHC son una especie Unica con multiples propiedades como una alta estabilidad,
muy buenos nucledfilos o buenas especies coordinantes (buen donador o, pobre aceptor

m)3! debido a ciertas caracteristicas especiales que poseen. En términos generales, la



estabilizacién de los NHC puede ser descrita por el “gap” singulete — triplete que no es
mas que la diferencia de energia entre el estado basal singulete y el estado excitado
triplete (para el caso de los NHC, la brecha es de aproximadamente 65 kcal mol1)3?; en
caso de que esta brecha energética sea pequefia el NHC tiende a dimerizar formando
tetraminoetilenos®3. Es posible explicar esta diferencia energética si se considera que en
el estado basal singulete, los dos &tomos de Nitrégeno que se encuentran en la posicion
a al carbono carbénico actian como electroatractores o y electrodonadores 1; de esta
manera es que la estructura del NHC se encuentra estabilizada por efectos inductivos y

mesomeéricos34.
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Figura 2.7 Efecto inductivo (arriba) y mesomérico (abajo)®.

La presencia de grupos electroatractores o aumentan el efecto inductivo al disminuir la
energia del orbital o del carbono carbénico estabilizandolo mediante la abstraccion de
densidad electronica; mientras que los grupos electrodonadores 1 producen un efecto
mesomeérico al lograr deslocalizar su par electronico compartiéndolo con el orbital pr va-
cio del carbeno lo cual conduce a su desestabilizacion, provocando un aumento de ener-
gia de este ultimo. En conjunto, ambos efectos resultan en un aumento de la brecha
energética o — 1 que favorece el estado singulete del NHC y contribuyen a mantener la
electroneutralidad del centro carbénico; a la suma de estos dos efectos se les conoce
como efecto “push — pull” el cual se puede explicar de manera simple como una abstrac-
cion de densidad electrénica por o contrarrestada por una donacién por m, la cual no
permite la retrodonacién del metal al centro carbénico produciendo un enlace metal —

carbeno mucho mas labil; mientras que en el enlace N — carbeno aparece un caracter



de enlace multiple parcial; es por ello que los NHC pueden ser considerados como nu-

cledfilos fuertes.

Figura 2.8 Efecto “push — pull” en los NHC*®

La particular reactividad de los NHC puede ser mediada por distintos factores como la
estructura del ciclo, la presencia de heteroatomos como S u O ademas del N o el tipo de
sustituyentes que se presentan en los heteroatomos por mencionar algunos. Se puede
mencionar el efecto “Umpolung” como una de las singularidades en la reactividad de los
NHC, el cual se entiende como el cambio en la polaridad tipica del grupo aceptor durante
una adicién nucleofilica34. Cabe resaltar que debido al par electrénico que se encuentra
en el orbital o del centro carbénico en el NHC, este presenta un caracter basico espe-
cialmente importante el cual incrementa al aumentar el caracter donador de los sustitu-
yentes del N y al incrementar el &ngulo de enlace N — C — N con valores aproximada-
mente similares a los que presenta el DBU (pka=24.1)22. Por (ltimo, pero no menos im-
portante se debe sefialar su actividad catalitica u organocatalitica®® la cual se ve poten-
ciada debido a la gran estabilidad antes mencionada, y que permite realizar reacciones
de activacion de aldehidos y ésteres, aperturas de anillos heterociclicos, activacion nu-
cleofilica y de alcoholes?®, formacion de enlaces C — C38, reacciones de activacion C —
H37, reacciones de acoplamiento cruzado y metatesis para catalisis asimétrica3® por men-

cionar algunos.
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Principales aplicaciones de los NHC

oordinados a metales de

transicion. Organocatalizadores.

Figura 2.9 Principales aplicaciones de los NHC*'.

2.4. Propiedades electrénicas y estéricas de los NHC.

Por lo que se refiere a las propiedades electronicas es importante mencionar que modi-
ficar pequefios parametros puede resultar en grandes cambios de la actividad citotoxica
y catalitica (en general de la reactividad) de los NHC. La manera de modular las propie-
dades electrénicas de estos compuestos es al realizar cambios en los parametros es-
tructurales fundamentales de un NHC; entre ellos se encuentran en primer lugar el es-
gueleto del NHC mediante el cual se pueden modificar pardmetros estéricos o la flexibi-
lidad misma del heterociclo, después los sustituyentes sobre los atomos de carbono C#
y C° mediante grupos electrodonadores o electroatractores se puede estabilizar en ma-
yor o menor medida la densidad de carga dentro del anillo y finalmente los N — sustitu-
yentes que pueden mediar el caracter nucleofilico del centro carbénico; cabe mencionar
gue una modificacién en el puente entre los &tomos de carbono C*y C® (es decir si este
se encuentra o no saturado), no produce un efecto importante en la reactividad del NHC
lo cual se puede comprobar con las energias de disociacién del enlace, frecuencias de
estiramiento en infrarrojo o potenciales de oxidacién3%42,

En general, para los NHC la RMN - 13C es uno de los mejores métodos de caracteriza-
cion debido a la sefial del carbono carbénico que aparece en una region muy caracteris-
tica del espectro, aproximadamente a 200 ppm**3 la cual tiene un desplazamiento
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quimico hacia campo alto al encontrarse coordinado mediante un enlace M — carbeno.
Se sabe también que al incrementar el caracter acido** del orbital p,r en el carbono car-
bénico la sefal sufre un desplazamiento quimico hacia campo bajo. Tras varios estudios
al respecto®®, se introdujo el parametro electrénico de Huynh® el cual, a grandes rasgos
explica que, al encontrarse sustituyentes donadores fuertes en el centro metalico, la se-
fAal del centro carbénico tiende a sufrir un desplazamiento hacia campo bajo y viceversa,
un donador débil produce un desplazamiento hacia campo alto. En el caso de los NHC,
en concreto en el N — sustituyente; es posible apreciar una tendencia similar al agregar
grupos electroatractores el desplazamiento quimico de la sefial del centro carbénico
tiende a desplazarse hacia campo bajo al disminuir la capacidad donadora del NHC;

ocurriendo lo opuesto al afiadir grupos electrodonadores.

X /X
Sustituyente c* \04_05 Sustituyente co
N

N
— \// ™~y Puente C*-C®

Figura 2.10 Parametros estructurales susceptibles de modificacion en un NHC#0,

Los pardmetros estéricos que se entienden como el resultado de los cambios en las
propiedades moleculares por causa de fuerzas (usualmente de no enlace) entre distintas
partes de una molécula*47; pueden ser cuantificados por métodos como el angulo cénico
de Tolman“® o el modelo de la cerca*®; aunque ambos modelos han demostrado tener
diversas limitaciones al no lograr describir de manera precisa el comportamiento de los
NHC*°. En afios recientes ha emergido el concepto de “Volumen enterrado” (%Vsu) cOMo
una forma de cuantificar el porcentaje de espacio ocupado por un ligante de tipo NHC
dentro de la primera esfera de coordinacién de un metal de transicién*’ con la intencién
de racionalizar las tendencias en la energia de disociaciéon del enlace M — NHC*® como
resultado de la modulacion del caracter donador o — 1 aceptor del centro carbénico con
el metal de transicion debido a la demanda estérica producida por los sustituyentes en el
NHC.
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Figura 2.11 Representacion grafica del parametro % Veur'32.

2.5. Cambios estructurales en los NHC y su relacion con la modulacion
del caracter T — aceptor del centro carbénico

Como se mencion6 anteriormente los NHC se destacan, principalmente; por su caracter
donador o metal — carbeno y, a pesar de que existe cierto grado de retrodonacion del
metal hacia el orbital p, vacio del centro carbénico, no son considerados precisamente
como buenos 1T — aceptores, aunque en los ultimos afios se ha demostrado que es posi-
ble modificar el caracter acido del orbital p, mediante diversos cambios en la estructura
molecular del NHC (similares a las discutidas con anterioridad concernientes a la modu-
lacion de las propiedades electrénicas). A continuacién, se describen de manera breve y
por separado las dos modificaciones que se estudiaron durante la presente investigacion
para finalmente, hacer una descripcién concisa del tipo de estructura por la cual se opté
y una rapida discusion del beneficio posible de tal estructura para los propésitos de este

trabajo.

Un primer aspecto para discutir es la N — modificacion de los sustituyentes y como esto
logra incrementar el caracter m — aceptor. Enlazar un grupo electroatractor al atomo de
Nitrégeno se traduce en una abstraccion de la densidad electrénica sobre este lo cual
trae consigo una desestabilizacién en el heterociclo debido a la ligera ruptura de la aro-
maticidad en él. El atomo de Nitrégeno disminuye su caracter m— donador hacia el centro
carbénico como forma de contrarrestar este efecto, o que tiene como consecuencia un
incremento en el caracter acido del orbital p, del carbono carbénico lo cual es aprove-
chado por el metal para establecer un cierto grado de retrodonacion hacia él. Tal efecto
podria ser observado en un cambio de los 6rdenes de enlace N — C carbénico — N 'Y C carbénico

— Metal al disminuir el orden de enlace multiple parcial en el primer caso (aproximandose
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mas a un enlace sencillo), mientras que para el segundo caso este aumentaria hasta
estar cerca de un doble enlace formal lo que significa una disminucién en la labilidad del
enlace M — Carbeno. Esto, en general; debe aportar una mayor estabilidad al complejo

NHC metélico, facilitando su uso y almacenamiento.

Por otro lado se tiene la restriccion de la funcionalizacion de los atomos de N a uno solo
de ellos mediante la fusion de un anillo aromatico al imidazol que puede ser logrado
mediante el cierre del anillo en una amina primaria piridin — sustituida lo cual, ademas de
aportar una mayor deslocalizacién de carga dentro del heterociclo aumentando su esta-
bilidad, tiene el efecto de bloquear una de las caras del centro metalico coordinado; con
la posibilidad ademas de funcionalizar el fragmento piridina o incluso incluir mas arenos
en la estructura; este efecto es conocido como piridoanulacion y entre algunas de sus
ventajas se incluye en el caso de catalisis, al bloquear uno de los sitios de coordinacion
del metal existe la posibilidad de dejarlo disponible para algin sustrato y la posterior
reformacion del catalizador en el ciclo ademas de una amplia gama de posibilidades de

funcionalizacion en la parte aromatica del carbeno N — heterociclico

Se ha optado por fusionar las dos modificaciones explicadas anteriormente en una sola
estructura con el propésito de estudiar el efecto que, en conjunto; ejercen sobre las pro-
piedades citotéxicas del complejo Metal — NHC. Como una primera aproximacion, se
cree que las modificaciones realizadas en la estructura tendran un efecto similar al incre-
mento de la hemilabilidad®® del compuesto la cual se encuentra definida para ligantes
con al menos dos funciones donadoras de los cuales uno se encarga de enlazarse fuer-
temente al metal, mientras que el otro lo hace de manera mas débil®. En un ciclo catali-
tico, el donador débil tiene la capacidad de abandonar el sitio de coordinacion dejandolo
libre para el sustrato (como se explicé con anterioridad); sin embargo, al encontrarse
enlazado al donador fuerte, este se mantiene en la vecindad del metal teniendo la opor-
tunidad de volver a ocupar el sitio en caso de ausencia del sustrato. En el caso de las
estructuras disefiadas a lo largo de esta investigacion, no se espera una interaccion for-
mal que dé lugar al efecto de hemilabilidad pero si una correlacion similar en la cual
quien se espera que actie como grupo donador fuerte es el centro carbénico del NHC,

mientras que su contraparte seria el bencilo como N — sustituyente pudiendo incluso
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realizar una activacion de uno de los C del areno (coordinandose este al centro metélico,
formando un ciclo de 3 miembros)®! lo cual daria lugar al efecto de hemilabilidad formal-

mente.

2.6. Los NHC coordinados a metales de transicion.
Uno de los grandes campos de aplicacion de los NHC involucra su capacidad de coordi-
nacién a metales de transicion; las caracteristicas electrénicas de este tipo de compues-
tos discutidas previamente se pueden entender como el motivo principal de la idoneidad
de los NHC como agentes coordinantes®. Son estas mismas caracteristicas electrénicas
las que conducen a similitudes con las propiedades de coordinacién de las fosfinas, tanto
gue incluso se llegaron a considerar como miméticos de esta clase penetrante de ligantes
auxiliares en la quimica de coordinacién®?. Puesto que, en general; los NHC se conside-
ran mejores y mayores donadores de electrones que las fosfinas (lo cual se puede com-
probar mediante un andlisis de descomposicion de carga (CDA)>3), hecho que conduce
a una mayor estabilidad termodinamica que se refleja en mayores energias de disocia-
cion y menores longitudes de enlace; derivado del analisis anterior se puede afirmar que
una interaccion metal — ligante mas fuerte conduce a un enlace metal - NHC menos labil,

mas térmicamente estable y resistente a la oxidacién>*

Debido a todas las interesantes caracteristicas que exhiben los compuestos con enlaces
de coordinacion metal — NHC, se ha desarrollado ampliamente el campo de aplicaciones
guimicas de este tipo de compuestos. Una de las areas de mayor desarrollo hasta el
momento es la de materiales, entre las que se encuentran andamios moleculares, mate-
riales altamente porosos, cristales liquidos, materiales altamente resistentes al aire y la
humedad, materiales térmicamente estables incluso después de su punto de ebullicién,
e incluso polimeros organometalicos®>%%, Otra de las grandes areas de desarrollo es la
de aplicaciones medicinales como agentes bioldgicos antimicrobianos, antiparasitarios,
antifangicos, anticancerigenos, antitumorales o antiproliferativos con blancos celulares
como la mitocondria y una mayor capacidad de controlar la lipofilicidad de la molécula
mediante los cambios en los N — sustituyentes potenciando su actividad debido a la de-

pendencia de la actividad anticancerigena con la capacidad de penetracion a través de
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la membrana mitocondrial®3€%-63, Por Gltimo, pero no menos importante cabe destacar el
campo de la catélisis que, como se mencion6 con anterioridad es uno de los de mas
grande desarrollo y exponencial crecimiento en un diverso nimero de reacciones orga-

nicas®4-69,

2.7. La Quimica Inorganica Medicinal (QIM) y los metalofarmacos.
Se tiene registro del uso de metales con propdsitos medicinales a lo largo de la historia
de la humanidad los cuales pueden ser rastreados hasta hace méas de 5000 afios; desde
el uso del Cobre por los antiguos egipcios con el propésito de esterilizar el agua en el
afio 3000 ANE; al uso del Oro (mas por su estatus como metal precioso que por el cono-
cimiento de sus propiedades medicinales) en diversas medicinas cuyo registro se tiene
del aiflo 2500 ANE en China y Arabia; de nuevo en el antiguo Egipto aproximadamente
en el 1500 ANE ya se empleaban remedios de Hierro, y al Zinc (descubierto aproxima-
damente en la misma época) se le atribuia la propiedad de curar heridas; en el afio 400
ANE en la antigua Grecia se hacia uso del Mercurio; mientras que las sales de este metal
se usaban como diuréticos en época del Renacimiento en Europa; para el s. XVII el fisico
y alguimista sueco Paracelso (conocido por su célebre frase sola dosis facit venenum
“Sdlo la dosis hace al veneno”), quien fue un pionero en el uso de minerales en la medi-
cina promovio la utilizacién de sales de Antimonio, Arsénico y Mercurio. Pero no fue sino
hasta el s. XX que el empleo de los compuestos inorganicos se volvié mas racional con
el descubrimiento del Salvarsan™ para el tratamiento de la sifilis, el cianuro de oro para
la tuberculosis o diversas sales de Antimonio para el tratamiento de la Lesihmaniasis;
hasta llegar a uno de los parteaguas de medicina con el descubrimiento de la potencial

actividad antitumoral del cisplatino” 7.

En el disefio y desarrollo de nuevos farmacos, agentes de diagndstico e imagenologia;
se sabe que es posible emplear la gran mayoria (sino es que todos) los elementos de la
tabla periddica hasta, e incluyendo al Bismuto sin importar que se trate de elementos
esenciales o no esenciales. A pesar de que la radiactividad desprendida por ciertos ato-
mos en particular puede ser perjudicial para el organismo, esta puede ser aprovechada
ya sea para diagndstico o terapia; si bien es cierto que los atomos pesados desprenden

grandes cantidades de radiacion, también existen atomos mas ligeros con tiempos de
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vida media mas cortos los cuales, en dosis bajas, pueden resultar efectivos y benéficos.
Las rutas metabdlicas de los elementos esenciales pueden ser controlada por agentes
farmacéuticos mediante dos formas; ya sea mediante el suministro de ciertos farmacos
especificos con la habilidad de fijar blancos moleculares que aseguren la distribucion o
remocion de algun elemento de un 6rgano en particular, o por la interferencia de proce-

sos bioguimicos haciendo uso de dicho elemento’?.

A pesar del uso que se les ha dado a los compuestos inorganicos en farmacologia (y en
el cuidado de la salud en general), una aplicacion mas extendida de estos depende inti-
mamente de superar el llamado problema de toxicidad. Por ejemplo, es bien conocido
gue el Arsénico es un elemento sumamente toxico, pero, entre la gran variedad de com-
puestos conocidos existe una diferencia muy grande entre sus niveles de toxicidad (la
cual no se ha extendido ampliamente); por ejemplo, el As (l1l) suele ser mucho mas téxico
que el As (V) e incluso compuestos como la arsenobetaina resultan ser relativamente no
toxicos (se encuentra en pescados y crustaceos). Con todo lo anterior queda claro uno
de los principales puntos de la QIM; los compuestos inorganicos pueden ser disefiados
de manera racional para tener cierta actividad bioldgica en especifico y tal como en el
metabolismo se emplean ciertas sustancias peligrosas como cianuro, éxidos de nitré-
geno, sulfuros o hipoclorito por mencionar algunas; en la farmacologia también es posible

emplear compuestos de esta naturaleza de una manera cuidadosa y controlada’?"3.

Es bien sabido que la presencia de ciertos iones de metales de transicién (conocidos
como metales esenciales), principalmente; en sistemas bioldgicos es indispensable para
el correcto funcionamiento de procesos metabdlicos y fisiolégicos y que su escasez
puede conducir a diversos padecimientos como la anemia perniciosa, problemas de cre-
cimiento o enfermedades del corazon (por deficiencias de Hierro, Zinc y Cobre respecti-
vamente), solo por mencionar algunas; asi como el hecho que un exceso en la concen-
tracion de tales metales puede provocar padecimientos graves como la hemocromatosis
en el caso del Hierro; diarreas, vomitos, célicos o incluso la pérdida del olfato en el caso
del Zinc y para el Cobre la enfermedad de Wilson; o que la presencia de iones conocidos

como no esenciales como el Plomo, Mercurio o Arsénico entre los mas conocidos
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(aunque sea en bajas concentraciones), puede provocar un efecto fisiolégico negativo

severo’47,

Escencial
—_—— - Terapéutico

Téxico

\ 4

Concentraciéon

Efecto Fisioldgico

Figura 2.12 Adaptacion del grafico de Bertrand*6°,

Es, con todo lo anterior; que surge una nueva e importante area de la Quimica conocida
como Quimica Inorganica Medicinal (QIM) que se entiende como el estudio y la aplica-
cion de la Quimica Inorganica en terapia y diagnostico de padecimientos, la cual siendo
una ramificacion de la Quimica Bioinorganica’®’® se dedica al estudio de los efectos de
la introduccion (ya sea intencional o no) de metales o iones metélicos en un sistema
biol6gico’76, a reconocer y comprender a un nivel molecular enfermedades provocadas
por un funcionamiento erréneo de los iones metalicos en el organismo’’ y a aprovechar
las propiedades Unicas de estos iones metalicos en el disefio de nuevos agentes tera-

péuticos y de diagnostico en el tratamiento y comprension de padecimientos intrata-
b|es72,73,76,78,80_

Antes de continuar, se debe aclarar que el objetivo de la QIM depende de la forma en
gue el metal entra al organismo; tras una introduccion fortuita se deben encontrar mane-
ras de quelar al metal para lograr expulsarlo del sistema biologico a fin de evitar efectos
adversos ya sea tanto por una sobrecarga de un metal esencial como por envenena-
miento debido a un metal toxico; mientras que en el caso de una introduccion intencional
como se explico anteriormente, es con propositos de tratamiento (la mayoria de elemen-
tos hasta el Bismuto tienen capacidad potencial en el disefio de farmacos)’? o diagnés-

tico’t. Por ultimo, se debe resaltar que el efecto fisiolégico de un metalofarmaco
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dependera grosso modo del metal central, su ambiente de coordinacion y estado de oxi-
dacion; mientras que la sintonia fina se puede conseguir mediante el ligante y las ligeras

modificaciones que se realicen sobre este.

2.8. Relacion Estructura — Actividad.
Tras el descubrimiento del cis — platino en 1965 por Rosenberg® como un agente anti-
tumoral efectivo, el cual fue el inicio de toda una nueva area de investigacion anticance-
rigena basada en metalofarmacos®?, se desarrollaron diversos derivados de este com-
puesto (algunos de ellos exhibieron una actividad biolégica apropiada, mientras que otros
no)&, los cuales se han empleado con éxito por mas de 30 afios hasta la fecha®*; y cuyo
mecanismo de accién comienza mediante una hidrolisis de los ligantes anionicos y el
posterior enlace al DNA de los aquo — complejos formados®°8. Pero a pesar de la gran
efectividad que han demostrado tanto el cis — platino como sus derivados diversos pro-
blemas han surgido a lo largo de los afios durante el tratamiento como farmaco — resis-
tencia (tanto inherente como adquirida), reincidencia debido a las lesiones irreversibles
gue provoca el Pt sobre el DNA (diversos estudios han probado que ocurre tras aproxi-
madamente 10 afios)®’, incremento en las tasas de reparacion del DNA, ademas de los
terribles efectos secundarios que sufren los pacientes como vomito o anemia; por men-

cionar algunos.

Todo lo mencionado hasta el momento se puede entender como consecuencia de un
descubrimiento azaroso (aunque afortunado y un ejemplo de cémo una coincidencia se
puede transformar en una aplicacién farmacéutica), y por lo tanto no es el compuesto
mas efectivo al no haber sido disefiado racionalmente; y que con ciertas mejoras podria
incrementar ampliamente su actividad al tiempo que reduce los efectos secundarios con
una mayor especificidad®. Esta Ultima idea es lo que se puede entender como “Relacion
Estructura — Actividad” (SAR); una de las modificaciones mas importantes que se han
realizado es la busqueda de mecanismos de accion distintos al enlace del metal con el
DNA que, como ya se explico con anterioridad, produce lesiones irreversibles e incluso
la reincidencia tras un periodo de tiempo y entre otras cosas al tener como blanco una

caracteristica que comparten tanto células sanas como enfermas disminuye en gran
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medida su especificidad®?, lo cual sélo puede lograrse mediante el cambio del metal coor-
dinado.

En vista de lo anterior, surge el Rutenio®® como alternativa al Platino debido a diversos
motivos como una tasa de intercambio de ligante similar a la mostrada por el Pt (103 -
102 s1) 9, por su baja toxicidad con respecto a otros metales de transicion®?, debido a
gue han mostrado una alta selectividad hacia células cancerigenas® o por su habilidad
para mimetizar al Fe durante el instante de enlazarse a biomoléculas; lo cual es de es-
pecial utilidad al momento de liberar los metalofarmacos basados en Ru sobre las células
cancerigenas debido a la tendencia de éstas de sobreexpresar los receptores de trans-
ferrina para satisfacer su alta demanda de Fe al contener a su metal homélogo Ru%4,
Una de las mayores ventajas inducidas por el Ru es en el blanco molecular del metalo-
farmaco; mientras que en el Pt se realizan lesiones sobre el DNA mediante la union irre-
versible Pt — DNA que conducen hacia la apoptosis; el Ru tiene la capacidad ya sea de
realizar uniones metal — DNA reversibles (lo cual previene la posibilidad a futuro de desa-
rrollar cAncer nuevamente), o de apuntar hacia otros blancos moleculares como la mo-
dulacién redox mediante una disminucién en la produccién de las especies redox activas
como la generacion directa de las especies reactivas de oxigeno (ROS) o la disminucion
en la concentracion de moléculas controladores de los niveles de ROS como el glutation,
por interaccion con proteincinasas anhidrasas carbonicas o topoisomerasas, la mimeti-

zacion de la Super Oxido — Dismutasa (SOD)82:89.96-99,

Uno de los blancos de mayor importancia en las células cancerigenas es la focalizacion
mitocondrial debido a un fenémeno conocido como el efecto Warburg, para entender el
porqué es necesario recordar que en las células sanas la produccion de energia princi-
palmente ocurre mediante la fosforilacién oxidativa en la mitocondria justamente. Otto
Warburg descubrio que en las células cancerigenas la produccion de energia se lleva a
cabo mediante un proceso aerobio-anaerobio en la cual se realizan varias glucdlisis con-
tinuas, seguidas por la fermentacion del acido lactico incluso con la presencia de altas
cantidades de oxigeno. A pesar de que la glucdlisis es menos eficiente en la produccién
de ATP que la fosforilacion oxidativa, es probable que al producir energia mediante esta

ruta se generan especies que benefician a las células proliferantes. Puesto que las
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mitocondrias son altamente sensibles hacia los cambios redox, el colocar un exceso de
trabajo sobre un organelo que ya de por si se encuentra defectuoso y ademas esté li-
diando con una alta concentracién de ROS; podria hacer posible la interrupcion del me-
tabolismo de células cancerigenas al tiempo que proveeria selectividad hacia células

sanas!0-10,

2.9. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) es un término que engloba a diversos derivados
del Oxigeno con tiempos de vida cortos, bastante inestables y sumamente reactivos
(tanto iones como moléculas, ya sea en su forma radical o no radical), creados como
subproducto de diversos procesos en el metabolismo aerobio los cuales pueden actuar
como segundos mensajeros en la sefializacién celular o en cascadas de sefalizacion
intracelular e incluso llegan a ser esenciales en diversos procesos bioldgicos tanto en
células sanas como cancerigenas y que, dependiendo de su concentracion en el orga-
nismo pueden ser tanto promotores como supresores de la carcinogénesis®¢-119 Como
se mencionod anteriormente se pueden clasificar en dos grupos; radicales de Oxigeno y
ROS no radicales, entre las primeras se pueden destacar especies como superoxido
(O27), radicales hidroxilo ("OH), radicales peroxido (ROO), o radicales alcoxido (RO")
entre otros; dentro de los segundos se destacan perdxido de hidrégeno (H202), ozono
(O3), hipoclorito (HOCI), etc1’.

Entre las ROS méas comunes se pueden destacar: el H202 cuya produccion se lleva a
cabo principalmente en la cadena oxidativa de transporte de electrones (en la mitocon-
dria) y el cual por si mismo no es reactivo hacia el ADN, sino que debe sus efectos
principalmente a los iones hidroxilo producto de la reaccion de Fenton (la cual ocurre en
medio &cido y en presencia de Fe3*)!1!; el radical hidroxilo ("OH) se encuentra entre una
de las especies mas reactivas hacia el ADN; el dafio celular promovido por el superéxido
(generado principalmente en la cadena transportadora de electrones de la mitocondria),
también se debe a la generacion via la reaccion de Haber — Weiss (catalizada también
por Fe3*)!12 del radical hidroxilo el cual se ve como una fuente importante de estrés ce-
lular oxidativo'®®, Como se mencion6 anteriormente, las ROS poseen una dualidad como

inductoras y supresoras de carcinogénesis esto debido al hecho de que en bajas
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concentraciones inducen la apoptosis en el organismo; pero en grandes concentraciones
producen dafio en el DNA, mecanismos ineficientes de reparacion o indices de prolifera-

cion aumentada, entre otros107.108,

Tal como se mencion6 anteriormente, dentro del organismo, una de las mayores fuentes
de ROS es la mitocondria en la cual se genera radical superoxido puesto que en la reac-
cion de reduccion de Oz a agua no ocurre una transformacion total del Oz; aunque dicho
radical por medio de las enzimas SOD (tanto de Mn, como de Cuy Zn), es transformado
en H20:2 (el cual resulta mucho menos reactivo) tanto en la mitocondria como en el es-
pacio intermembranal; razon por la cual es de suma importancia la presencia tanto de la
enzima SOD como del adecuado funcionamiento de la mitocondria. Cuando existe una
sobreproduccién de ROS en la mitocondria, esta se somete a un alto estrés oxidativo lo
cual conduce a un mal funcionamiento del organelo que al ser la central energética de la
célula y después probablemente hacia la muerte celular, razén por la cual diversas qui-

mioterapias contemplan tal organelo como blanco3-115,

2.10. El cancer como uno de los grandes padecimientos de la época mo-
derna.

Segun datos de la OMS, el cancer es la segunda causa de muerte a nivel global y por
tanto, representa uno de los problemas médicos méas desafiantes en la actualidad Para
comenzar, el cancer se trata de una enfermedad universal que se conoce incluso desde
la época de la antigua Grecia; una caracteristica intrinseca de este padecimiento es la
existencia de un metabolismo alterado y es preciso aclarar que a pesar de que siempre
se refiere al cancer como una sola enfermedad, en realidad ésta engloba méas de 200
padecimientos los cuales se pueden desarrollar en casi cualquier tejido del organismo y
aunque cada una de estas afecciones posee caracteristicas propias relacionadas a fac-
tores de incidencia, formas y velocidad de propagacion o tasas de supervivencia, entre
otras; la caracteristica en comun entre todas ellas es la division celular descontrolada
(usualmente) de un Unico sitio primario es decir, se trata de una enfermedad de las célu-
las. Vale la pena aclarar que, si un cancer se origind, por ejemplo; en pulmon a pesar de
gue este se haya hecho esparcido a otros tejidos se sigue refiriendo a €l como cancer de

pulmoénti6lr,
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La existencia de un mayor y mas acelerado desarrollo tecnologico ha hecho posible la
identificacion de cambios celulares, una sustancial mejora en la imagenologia, el diag-
nostico asistido, ademas de un mejor entendimiento de la estructura y funcion celular lo
cual ha llevado a grandes avances en el entendimiento de esta enfermedad. Una altera-
cién en el metabolismo no es un evento dependiente de un Unico factor; sino que es por
causa de multiples eventos en los cuales un sistema de células, compuesto por genes,
proteinas y metabolitos actian en conjunto para desarrollar cierto fenotipo de cancer.
Entre los factores que influyen en el desarrollo de esta enfermedad se encuentran los
rasgos genéticos, tipo de alimentacion, lugar y forma de vida, el trabajo, los habitos de
una persona, la exposicion a agentes carcinogénicos, factores ambientales, etcétera;
pero mas que nada se aumenta la probabilidad de desarrollar este padecimiento con-
forme pasan los afios (aunque no se esta exento a ninguna edad) ademas de que es
mas factible que ciertos tipos de cancer los desarrollen algunos estratos de la poblacién

en particular (la leucemia linfoblastica aguda se presenta, en su mayoria, en nifios)8-
120

Las rutas metabdlicas de una célula consisten en una red de interaccion entre genes,
proteinas y reacciones metabdlicas cuyas funciones se encuentran organizadas y son
llevadas a cabo por nivel de informacidén organizados y jerarquicos los cuales son con-
trolados por intrincadas estructuras regulatorias que son, en su mayoria, proteinas y mo-
léculas de sefalizacién. Se sabe que la modificacion de estas rutas metabdlicas esta
intrinsecamente relacionada a la proliferacion y crecimiento descontrolados de células
cancerosas las cuales, incluso; llegan a adoptar rutas alternas; motivo por el cual se
puede llegar a desarrollar farmacorresistencia. En la actualidad existen diversas opcio-
nes de tratamiento para este padecimiento como cirugia, radioterapia, terapia endocrina,
inmunoterapia, quimioterapia y terapias dirigidas. Es importante sefalar que no todas las
terapias son aplicables a cualquiera de los tipos de cancer y que el hecho de que una de
ellas resulte efectiva para un cancer quiere decir que sera efectiva para cualquiera. Ya
gue se ha encontrado una asociacion directa entre ciertos blancos moleculares como la
superficie de los receptores celulares, factores de crecimiento y ciertas enzimas con la
generacion de tumores y la progresion del cancer; se han desarrollado terapias que mo-

difican o blogquean de manera especifica estas funciones!t”118.121,
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Uno de los factores principales en las altas tasas de mortalidad del cancer es el desarrollo
de la resistencia a la quimioterapia y la farmacorresistencia, eventos que suceden debido
a la capacidad que tiene el cancer, mencionada anteriormente, de desarrollar rutas me-
tabdlicas alternas. El motivo por la cual los farmacos quimioterapéuticos tienden a desa-
rrollar este tipo de inconvenientes es multifactorial, como por ejemplo la falta de especi-
ficidad, la alta toxicidad que se encuentra asociada a una amplia gama de efectos se-
cundarios o la baja efectividad lo cual en muchas ocasiones conduce hacia un trata-

miento fallido18122.123

Puesto que las células cancerigenas se encuentran fuera de control creciendo y multipli-
candose cuando no deberian hacerlo, las exigencias metabdlicas son demasiado altas
debido a que se encuentran demandando energia constantemente. Existen dos motivos
fundamentales de este erréneo funcionamiento; uno de ellos es que perdieron la habili-
dad de diferenciacidon que en pocas palabras se refiere al hecho que no saben en qué
momento deben reproducirse y en qué momento se deben detener, y el segundo motivo
es el de inhibicion por contacto la cual se refiere al cese de funciones de una célula sana
en caso de encontrarse en un tejido que no le corresponde, y que a una célula canceri-
gena le confiere la capacidad de llegar a colonizar otros tipos de tejido lo cual deriva en

la “metéstasis”’124.125,

La principal razén del desarrollo de un cancer es una célula desviada la cual, en el pro-
ceso de cambio desde normal hasta maligna, junto a su descendencia ird acumulando
diversas mutaciones en distintos genes (una Unica mutacién es poco probable que derive
en anaplasia). A un nivel celular, los genes cuyas mutaciones tienen mayor probabilidad
de desembocar en canceres se pueden clasificar en dos tipos: los oncogenes y los genes
supresores el primero se trata de un gen cuyo producto esta involucrado en inducir un
cancer; mientras que en el segundo tipo se trata de genes encargados de regular el
crecimiento (al igual que los antioncdgenos), y las mutaciones provocan la pérdida de

estos genes o la inhibicién de sus funciones regulatorias?4126,
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La carcinogénesis se refiere al proceso a nivel celular de cambio y desarrollo de un tu-
mor!?6.127 y se divide en tres etapas: La iniciacion que es el cambio permanente e irre-
versible en una célula debido a la exposicion a un carcindégeno, un error aleatorio en la
replicacion del DNA, entre otros. Esto produce una alteracion en el DNA lo cual activa
los oncogenes y desactiva los genes supresores. Posteriormente la célula dafiada se
divide y la descendencia conserva la mutacion que puede persistir por cierto tiempo sin
provocar cambios en las tasas de crecimiento, o es posible también que no ocurra un

mayor desarrollo y el tumor maligno nunca aparezca.

El siguiente paso que ocurre es el de la promocidén, que puede suceder de dos maneras
distintas: en la primera de ellas una acumulacién de alteraciones genéticas repetidas por
periodos de tiempo prolongados promueven el desarrollo de tumores, mientras que el
segundo camino conduce al desarrollo de tumores mediante interacciones de una célula
con factores ambientales entre los que se pueden incluir quimicos o virus. Es importante
destacar que, en la mayoria de los casos, el desarrollo de tumores ocurre debido a una
combinaciéon de ambos caminos, lo anterior se puede explicar ya que los agentes pro-
motores incrementan el riesgo de desarrollar cancer al alterar las tasas de reproduccion
celulares; lo cual tiene como consecuencia un incremento en la probabilidad de desarro-

llar errores genéticos al momento de la transcripcion del DNA.

La progresion es la etapa en la cual el tumor tiene caracteristicas malignas, entre las que
se incluyen tasas de multiplicacion celular alteradas y muy elevadas y sobre todo la ha-
bilidad de invadir tejidos circundantes al desprenderse de su tejido original y viajar a
través del sistema linfatico o por la sangre hasta drganos distantes, lo cual es conocido
como “metastasis”; una vez llegado este escenario es sumamente dificil combatir la en-
fermedad debido a la imposibilidad de atacar todos los tumores formados al mismo
tiempo vy, principalmente al hecho de que las células cancerigenas continGan esparcién-
dose por el organismo con tasas de reproduccion mucho mas altas que al principio con-
taminando mas tejidos sanos, con una demanda metabdlica bastante alta que deja ex-

puesto al organismo.
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2.11. Ventajas estructurales y electronicas del Ru como centro de coordi-
nacion.

Las aplicaciones del Ru en la Quimica Organometalica y de Coordinacion para proble-
mas desafiantes de la medicina o la catalisis, por ejemplo; ha sufrido un amplio y acele-
rado proceso de desarrollo y expansion, esto se debe principalmente a la habilidad del
Ru de permitir multiples estados de oxidacion (lo cual tiene como consecuencia meca-
nismos sumamente versatiles en la transferencia de electrones) y un nimero mayor de
sitios de coordinacion a su alrededor hecho que conduce a una variedad mas amplia de
geometrias, aunque la octaédrica es la mas usual; en los compuestos de coordinacion
lo cual tiene como consecuencia una variedad de mecanismos de reaccion sumamente
diversa, mediante los cuales el Ru puede actuar ya sea en procesos biolégicos o catali-
ticos; donde tiene la capacidad de mimetizar metales esenciales, al ser estables en so-
luciones fisioldgicas se facilita su administracion; o al poseer una estructura bastante
flexible tiene la capacidad de interactuar de una manera mas optima con los sustratos
(DNA, mitocondria, etc.) en el primer caso, o reservar sitios de coordinacion especificos
gue permitan la coordinacion inicamente al sustrato y la posterior liberacion que conduce

a la reformacion del catalizador en el segundo caso®128.129,
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Fiaura 2.13 Variedades estructurales v electrénicas de los complejos de Ru*61,
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Una de las mayores ventajas de incluir Ru (asi sea en su estado de oxidacion tanto 2*
como 3*), como centro metalico radica en su capacidad de incluir hasta seis entidades
de coordinacién dispuestas de forma octaédrica a su alrededor; de las cuales los ligantes
axiales son de gran importancia al momento de afinar las propiedades electronicas y
estéricas de los complejos en cuestion como se discutié anteriormente; otra de las ca-
racteristicas de este tipo de complejos es la relativa labilidad de ciertos enlaces metal —
ligante (que como ya se ha discutido, confiere ciertas propiedades interesantes), asi
como la diferencia de estabilidad tanto cinética como termodindmica, entre los complejos
de Ru (Il) y el Ru (Ill) que, entre otras cosas; afecta las tasas de intercambio de ligantes;
y por ultimo, una apropiada seleccién de ligantes auxiliares permiten la modulacién ad
libitum de las propiedades redox ademas de que la interaccion entre ligantes ha permitido

el desarrollo de una amplia variedad de complejos con configuraciones quiralest30-134,

2.12. Caracteristicas estructurales y aplicaciones de las imidazopiridinas.
Las imidazopiridinas son heterociclos aromaticos con una alta capacidad de deslocaliza-
cion de densidad electrénica lo cual da lugar a multiples mesémeros y con la habilidad
de fusionarse en distintas posiciones, caracteristica que conduce a diversos regioiséme-
ros. Son compuestos que han encontrado un gran campo de aplicacion en el &rea médica
debido a su capacidad de interactuar con los receptores GABA (encargados de la sinap-
sis neuronal, ademas de la apertura de canales neurotransmisores). A pesar de tener
beneficios, efectos secundarios y riesgos muy similares; asi como modos de accion y
enlace a sitios alostéricos practicamente iguales a las benzodiacepinas, estructural y qui-
micamente no se encuentran relacionados con éstas, motivo por el cual se les engloba
dentro de un grupo conocido como farmacos “No benzodiacepinas” o farmacos Z con
accion psicoactiva entre los que también se encuentran las pirazolopirimidinas y los ci-

clopirrolonest3>-138,
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Figura 2.14 Farmacos no benzodiacepinas.

Sus aplicaciones mas importantes se pueden dividir en 8 grandes grupos entre los que
se encuentran: efectos sedantes como el primer y mas grande grupo de aplicacion; se
usan como antiansioliticos, hipnoticos y sedantes como el Necopidem, el Zolpidem y el
Saripidem respectivamente®®®. Como antipsicéticos se emplean principalmente las imi-
dazo [1, 2 — a] piridinas como la Mosapramina'*?. Como gastrointestinales se emplean
para tratar Ulceras, como gastroprotectores o contra el reflujo; entre estos farmacos se
puede destacar el Tenatoprazol y la Zolimidina'#*.Dentro del grupo de antiinflamatorios
se destacan sus aplicaciones como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID),
analgésicos y para combatir la migrafia4142, Como cardiovasculares pueden actuar
como estimulantes cardiacos!#?. Pueden emplearse para tratar enfermedades de los
huesos como el acido Minodrénico que se usa en el tratamiento de la osteopordsisi43.
Se usan como antineoplasicos en distintas lineas celulares como la leucemia®#4. Y final-

mente, tienen aplicacion en el campo de los antivirales'4>146,

NSAID Antineoplasico Gastroprotector
NH,
OH
o) HO — = /N n
2 I N ~ _N / II_

7\ o}

— HO OH

Miroprofeno DzNep Zolimidina

Figura 2.15 Farmacos no benzodiacepinas. Ejemplos de farmacos derivados de imidazopiridi-
nas.
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3. Hipotesis y Objetivos.

3.1 Hipotesis.
Al anadir bencilos fluorados como N — Sustituyentes en la estructura de los compuestos
sintetizados, el caracter acido tanto del fragmento precarbénico, como del orbital pr del
centro carbénico aumentara proporcionalmente al incremento de atomos de Fluor en la
estructura; lo cual debe hacerse evidente en las sefiales de RMN — 'H (para las sales de
imidazolio) y de RMN — 3C (para los complejos metalicos) al tener un desplazamiento
hacia campo bajo con respecto a las sefiales del compuesto no fluorado. El disefio ra-
cionalizado de estos compuestos empleando Ru (II) como centro metalico tendra una
consecuencia directa en su actividad bioldgica y catalitica; con la posibilidad de disminuir
la toxicidad hacia células sanas debido a la capacidad del Ru para mimetizar al Fe en
diversos procesos celulares, asi como la de mejorar la selectividad hacia células enfer-
mas al tener (probablemente) a la mitocondria como blanco celular y la generacion de
estrés oxidativo sobre ella en el primer caso; y al reservar sitios de coordinacién especi-
ficos para el sustrato mediante un efecto de cuasi — hemilabilidad, asi como una alta
estabilidad cinética y termodinamica de los complejos metalicos que influird directamente

en el desempefio del catalizador en el segundo caso.

3.2. Objetivos.
El objetivo general es obtener una serie de complejos NHC de Ru (Il) para su evaluacion
catalitica y citotoxica frente a diversas lineas celulares. Los complejos que se prepararan
se muestran en la Figura 3.1. Para lograr el objetivo general se plantean los siguientes

objetivos particulares:

e Sintetizar y caracterizar una serie de sales de azolio derivadas de imidazo [1,5 —
a] piridinas que contengan bencilos fluorados en distintas posiciones.

e Sintetizar y caracterizar una serie de complejos NHC de Ru (ll).

e Evaluar la actividad catalitica y citotdxica de los complejos sintetizados.

e Determinar la influencia electrénica de los fluoruros sobre el centro carbénico.
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Figura 3.1 Complejos propuestos para sintetizar
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4. Resultados y discusion.

El presente capitulo se encuentra dividido en dos secciones; a lo largo de la primera
seccion se abordara a detalle la ruta sintética general seguida para la elaboracion tanto
de las sales de imidazolio, como de los complejos propuestos. Mientras que en la se-
gunda seccion se discute la caracterizacion de los compuestos sintetizados y su corres-
pondiente analisis; todos los compuestos fueron sometidos a diversos experimentos de
RMN (*H, 13C, HSQC y COSY) y espectrometria de masas (ESI, DART o FAB). Puesto
gue se realizé la sintesis de una serie sistematica de complejos; el analisis de los espec-
tros de resonancia magnética nuclear se realizara con el objetivo de lograr apreciar que
cambios ocurren en el sistema al realizar modificaciones en el nimero y posicion de los

fluoruros como sustituyentes en el anillo bencilico.

4.1. Sintesis de sales de imidazolio y complejos NHC de Ru (lI).
Todos los reactivos empleados tanto en las sintesis, catalisis como los disolventes deu-
terados para realizar los experimentos de RMN (CDClsz y DMSO - dg), se obtuvieron de
manera comercial de Sigma — Aldrich; los disolventes empleados se obtuvieron de grado
reactivo o mayor del distribuidor J. T. Baker. En el caso de reactivos y disolventes no
deuterados de asi requerirlo, antes de su uso fueron sometidos a técnicas de purificacion
adecuadas descritas por Armarego en su libro “Purificacion de productos quimicos de
laboratorio”'4’. En cuanto a las sintesis, estas fueron realizadas mediante técnicas es-

tandar Schlenk y en el caso particular de los complejos NHC bajo ausencia de luz.

4.1.1. Sintesis de sales de 3 — bencilimidazo [1, 5 — a] piridinio.

Con el objetivo de obtener una serie sistematica de compuestos con ligeras variaciones
en la posicion y el nimero de Flaor del bencilo como N — sustituyente; primeramente, se
logro la obtencion de la imidazo [1, 5 — a] piridina segun la propone Mihorianu y colabo-
radores!*® mediante una sintesis en dos pasos realizando ligeras modificaciones a su
procedimiento en lo que respecta al numero de equivalentes de reactivo empleados. El
primer paso involucra un ataque nucleofilico de la amina al grupo acilo y su posterior
deshidratacion para obtener una amida, durante el segundo paso de la reaccidn, la amida

obtenida anteriormente se somete a una ciclizaciéon al reaccionar con un acido de Lewis
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(oxicloruro de fésforo) con la consecuente generacion de cloruro de hidrégeno resultado
de la recuperacion de la aromaticidad del heterociclo. Posteriormente se efectud la fun-
cionalizacién del heterociclo para lograr la obtencion de las sales propuestas mediante
una sustitucion nucleofilica bimolecular entre el heterociclo formado y los bencilos fluo-

rados propuestos como N — sustituyentes.

= = —
| N )j\ - | H POCl3 _
X, NH, H™ "OH 1) 100°C, 5 h. X N__H Tol fluj N\
N 2)t.a., 2h. N \ﬂ/ °“e1”§hre we NN
O
NN N X Bz e Q\DW\B? X

6-121h

Reacciodn 4.1 Sintesis general de 3 — bencilimidazo [1, 5 — &] piridinio.

Para realizar el primer paso de la reaccién, 8 g de 2 — picolilamina se adicionaron a un
matraz bola sometido a un bafio de hielo y agitacibn magnética, posteriormente se
agrego gota a gota (una gota por minuto aproximadamente) 7.35 equivalentes de acido
férmico, la mezcla de reaccién se someti6é a calentamiento de 100 °C por 5 h y se dejo
en agitacion durante 2 h mas para permitir el equilibrio térmico con el ambiente. Una vez
gue la mezcla de reaccion llegé a temperatura ambiente, se le agregaron entre 10 y 15
mL de agua destilada y se sometié a un bafio de hielo. Lentamente se adicioné una
disolucion de hidréxido de sodio al 40% c.b.p. alcanzar un pH = 10 con el objetivo princi-
pal de neutralizar el exceso de acido que haya permanecido sin reaccionar. A continua-
cion, se realizo la extracciéon de la fase organica empleando cloroformo y el conjunto de
las fases organicas se secO usando sulfato de sodio anhidro. Por ultimo, se eliminé el
disolvente por evaporacion rotatoria para obtener un aceite color marron con un rendi-
miento del 83%.

En lo que respecta al segundo paso de la reaccion, esta se realiz6 empleando técnicas
estandar Schlenk y con un tratamiento previo del oxicloruro de fésforo. A una disolucion
de la amida obtenida durante la reaccion anterior y tolueno destilado se le sometid a un
bafio de hielo — acetona y agitacion magnética; gota a gota (con un flujo de entre uno y

dos minutos aproximadamente o hasta que desaparezca el color en el seno de la
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reaccion) se adicionaron 1.27 equivalentes de oxicloruro de fésforo. Una vez adicionado
el oxicloruro de fésforo y estabilizada la disolucion, se calent6 a reflujo durante 1.5 h
(debido al desprendimiento de cloruro de hidrogeno durante la reaccion se debe colocar
una trampa basica al final del condensador la cual se debe retirar antes de detener el
calentamiento, en caso contrario se genera vacio dentro del sistema provocando la suc-
cion de la disolucién basica hacia el seno de la reaccién). La mezcla de reaccion se vierte
sobre una mezcla hielo — agua y se sumerge en un bafio de hielo para adicionar lenta-
mente una disolucidén de hidroxido de sodio c.b.p. alcanzar un pH = 10. Se realiza la
extraccion de la fase organica con cloroformo y el posterior secado de esta con sulfato
de sodio anhidro. Para obtener un producto solido amarillo, se realiza una cromatografia
en columna con una mezcla 20:1 DCM/MeOH,; el sdlido se disuelve en la minima canti-
dad de éter y se precipita de hexano. Por ultimo, se evapora el disolvente para obtener
el heterociclo con un rendimiento del 82%. Almacenar bajo atmdsfera inerte ya que el
producto es altamente higroscépico y descompone con la humedad; en caso de que ab-
sorber humedad el sélido se tornara marrén, para recuperarlo sélo es necesario repetir

los dltimos dos pasos.

Para la funcionalizacion del heterociclo, a una disolucion de la imidazo [1, 5 — a] piridina
en THF se le adiciona el haluro de bencilo y se lleva a reflujo durante 6 h o preferente-
mente toda la noche. Se concentra el disolvente hasta la cantidad minima en que el
producto sea soluble, se adiciona éter para precipitar y se deja enfriar por 10 minutos.
Posteriormente se filtra al vacio y se lava con éter helado para obtener un sélido blanco
el cual se disuelve en la minima cantidad de MeOH, para precipitar de éter y se filtra al
vacio. En caso de que el bencilo empleado se encuentre clorado en lugar de bromado,
es posible que no se logre precipitar la sal debido probablemente a su mayor solubilidad,
de ser el caso sera necesario un cambio de contraion adicionando 9 equivalentes de
bromuro de potasio al inicio de la reaccion y dejando en agitacién con el cloruro de ben-
cilo en THF por aproximadamente 45 min a 1 h. Una vez realizado esto, se procede con
la reaccion como se describe arriba. Para eliminar todo rastro de sales inorganicas, se
evapora el disolvente por evaporacion a presion reducida y al sélido remanente se le
adiciona diclorometano con la finalidad de disolver la mayor cantidad posible de producto

mientras que las sales inorganicas al ser insolubles se depositaran al fondo como un
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precipitado; se realiza una filtracién al vacio y se concentra el disolvente a la minima
cantidad posible para precipitar la sal de imidazolio de éter o hexano. En la tabla 3.1 se
presenta de manera resumida informacion relevante sobre la sintesis de los ligantes
como la clave del ligante, el tipo de N — sustituyente, el contraion del compuesto, si fue

necesario realizar un intercambio de anién de CI- — Bry el rendimiento.

Ligante N — Sust. Anion Cl"— Br Rend. (%)
L-1 Bz Br No 81.7
L-2 2-FBz Br Si 80.2
L-3 3-FBz CI No 82.1
L-4 4-FBz Br No 83.0
L-5 2,6 - F:Bz Br Si 80.7
L-6 2,3,6-FsBz Br No 81.6
L-7 3,4,5-FiBz Br No 81.8
L-8 2,3,4,5,6-FsBz Br No 87.2

Tabla 4.1 Resumen de la sintesis de los ligantes.

4.1.2. Sintesis de los complejos tipo NHC de Ru (ll).

Para lograr la obtencion de los NHC y su posterior coordinacion al Ru se llevo a cabo un
método empleado para la sintesis de NHC coordinados a Ir y Rh llevado a cabo por
Crabtree y colaboradores!*?, el cual ha probado ser efectivo para conseguir la sintesis
de carbenos que, por otros métodos ha presentado dificultades e involucra, esencial-
mente; dos pasos. El primer paso de esta ruta sintética consiste en la deprotonacién del
NHC empleando una base de plata (Ag20 en este caso), la cual reacciona con la sal de
imidazolio para producir el NHC de plata'®. El segundo paso de este método involucra
el intercambio de Ag por Ru mediante una reaccién de transmetalacion lo cual es posible
debido a dos factores; el primero de ellos es la labilidad del enlace NHC — Ag (esto se
puede comprobar porque a pesar de que estos complejos son lo suficientemente esta-
bles como para ser aislados; regularmente son bastante sensibles ya sea a la humedad
o laluz, entre otros factores lo cual provoca la pronta escisién del enlace de coordinacion)
y la mayor estabilidad del enlace entre el NHC y el metal de transicién, Ru en este caso;
el otro factor decisivo es la fuerza motriz de la reaccion, que en este caso se trata de la
precipitacion de un haluro de plata sumamente insoluble; aunque también puede influir

la seleccion de la base de plata o la fuente del metal a intercambiar por mencionar algu-
n05151,152_
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Reaccion 4.2 Sintesis general de los NHC de Ru (l1).

Una vez que se tuvo claro el método general de sintesis, se comenzo a explorar diversas
posibilidades propuestas por varios grupos de investigacibn como el planteado por
Strassner'>3’en el cual se varia el nimero de equivalentes de Ag20, o aquel empleado
por Ozdemir y colaboradores®>* donde se omite al intermediario de plata para lograr la
obtencion directa del NHC de Ru al generar el carbeno por deprotonacion con base.
Finalmente, se decidi6 emplear el método descrito por Bellemin — Laponnaz y su
equipo*®® debido a su mayor eficiencia, condiciones de reaccién suaves, el uso de canti-
dades equimolares de plata y rutenio y facil tratamiento; aunque se realizaron ligeras
modificaciones en los tiempos de reaccion. La reaccion se realizo adicionando la sal de
imidazolio a un matraz bola con agitaciébn magnética y en ausencia de luz, y 1, 2 — diclo-
roetano (DCE) hasta la total disolucién de la sal. Posteriormente se afiadieron 0.5 equi-
valentes de Ag-0; la mezcla de reaccion se dejé bajo agitacion durante 8 h o hasta la
desaparicion del Ag20 del seno de la reaccion. Pasado este tiempo se procedi6 a afiadir
0.5 equivalentes de la fuente de rutenio, en este caso se hizo uso del dimero dicloro (p
— cimeno) rutenio (I1) (Ru p — cimeno) sintetizado previamente; y se dejo bajo agitacion
durante 8 h mas o hasta la aparicion de un precipitado blanco que indica el término de la
reaccion; la cual fue monitoreada mediante TLC empleando como eluyente DCM. Una
vez concluida la reaccién, la mezcla de reaccién se filtra al vacio con celita para eliminar
las sales inorganicas e impurezas insolubles, el filtrado se lleva a sequedad mediante
evaporacion a presion reducida y se disuelve en la minima cantidad de DCM; finalmente
el producto se obtiene como un sdlido rojo o anaranjado mediante precipitacion con éter
el cual se filtra al vacio y se seca en un horno de calentamiento con presion controlada

(no exceder los 70 °C). En la Tabla 4.2 se muestran las claves de los compuestos, el tipo
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de N — Sustituyente, asi como los rendimientos obtenidos durante la sintesis de los com-

plejos.
Complejo N — Sust. Rend. (%)

C-1 Bz 93.3
C-2 2-FBz 80.1
C-3 3-FBz 85.2
cC-4 4 -FBz 84.3
C-5 2,6 —F;Bz 91.7
C-6 2,3,6-F3Bz 88.6
c-7 3,4,5-F3Bz 84.3
CcC-8 2,3,4,5 6-FsBz 92.0

Tabla 4.2 Resumen de la sintesis de los complejos.

4.2. Caracterizacion de los compuestos obtenidos.

En lo que respecta a la caracterizacion, se emplearon multiples equipos entre los cuales
se encuentran un rotavapor BUCHI R — 144 con bafio de agua BUCHI B480, balanza
analitica OHAUS modelo EXPLORER PRO con precision de 0.0001 g, los analisis de
masas por la técnica ESI se realizé en un espectrometro de masas marca Bruker Micro-
flex con MALDI-Tiempo de vuelo (MALDI-TOF), el andlisis elemental por combustion se
obtuvo mediante un analizador elemental Thermo Scientific/Flash 2000 el cual cuenta
con una microbalanza marca Mettler Toledo modelo XP6, el andlisis cristalografico se
llevé a cabo mediante la técnica de difraccion de rayos X de monocristal empelando un
difractometro marca Bruker modelo Smart Apex equipado con radiacion de Mo
(A=0.71073 A).y los experimentos de resonancia magnética nuclear se realizaron em-
pleando un espectrometro de RMN con intensidad de campo de 400 MHz equipado con
un automuestrador con capacidad mayor a las 500 muestras y con una criosonda de tres

canales enfriada por helio liquido.
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4.2.1. Caracterizacion de las sales de 3 — bencilimidazo [1, 5 — a] piridinio.

Espectro de RMN —'H de L - 8.

Para realizar todos los espectros correspondientes a los ligantes se utilizé DMSO — de
como disolvente. En la Figura 4.1 se muestra el espectro de RMN — 'H que atafie al compuesto
L — 8 el cual se eligio para presentar como ejemplo de la serie de ligantes debido a la simplicidad
del espectro por causa de la ausencia de sefiales en la zona aromatica puesto que el bencilo
unido al fragmento N — CH — N se encuentra totalmente fluorado. En este espectro se puede
apreciar que el nimero y posicién de las sefiales, asi como su integracion concuerdan con la
molécula propuesta y sus caracteristicas electronicas. La sefial que se presenta en 9.89 ppm es
caracteristica de los compuestos NHC y corresponde al Hidrégeno enlazado al carbono precar-
bénico la cual, contrario a lo esperado; no se presenta como un singulete efecto que puede ser
explicado debido a una probable interaccion con otra molécula de ligante en disolucion. La sefial
correspondiente al Hidrégeno restante en el anillo de imidazolio es un singulete que se ubica en
8.29 ppm. En lo que respecta al anillo fusionado, las sefiales se ubican en [7.82 — 7.88] ppm (H —
6), [7.25 — 7.34] ppm (H = 7), [7.16 — 7.25] ppm (H — 8) y [8.57 — 8.61] ppm (H — 9), se puede
apreciar que las constantes de acoplamiento de Jn-6)=9.3 Hz y Jn-7 = 9.3 Hz), asi como las de
JH-8=6.9 Hz) y JH-9) = 7.1 Hz son similares entre si, lo cual fue de ayuda para la asignacion de
las sefiales y que indica cierto grado de acoplamiento entre dichos atomos; aunque para tener
certeza total, se analiz6 el espectro COSY en el cual se pudo confirmar lo anterior. Las sefiales
correspondientes a (H—2), (H—4) y (H—9) son las que se encuentran mas deficientes de densi-
dad electrdnica; la que pertenece a (H - 2) es la méas desplazada hacia campo bajo debido a que
se encuentra entre los dos atomos de N que a través de un efecto mesomérico estan soportando
la carga positiva del sistema, aumentando la labilidad del enlace C — H lo cual finalmente da lugar
a la formacion del carbeno; en cuanto a las sefiales pertenecientes a (H—4) y (H— 9) su despla-
zamiento es debido a la proximidad de estos a uno de los &tomos de N que se encuentran sopor-
tando la carga positiva del sistema. En el caso de este compuesto, no se aprecian las sefiales
correspondientes al bencilo (ya que este se encuentra totalmente fluorado), a excepcion de aque-
lla correspondiente al metileno ubicada en un desplazamiento medio de 5.99 ppm (H — 10) y que
a pesar de parecer un singulete, presenta una constante de acoplamiento JH-10) = 1.5 Hz, debido
probablemente a la interaccion de estos Hidrégenos con los &tomos de Flior en el anillo bencé-

nico.
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Fiaura 4.1 Espectro de RMN —H de L — 8 (DMSO — ds, 400 MHz, 25 °C).

Espectro de RMN = 13C {{H} de L — 8.

En la Figura 4.2 se muestra el espectro de RMN — 13C {tH} correspondiente al compuesto L — 8;
en este caso, para lograr realizar la correcta asignacion de sefiales se hizo uso de los espectros
en dos dimensiones (COSY y HSQC), y en el caso de los carbonos cuaternarios y fluorados se
emplearon también las constantes de acoplamiento. En este espectro se puede observar la sefial
correspondiente al carbono precarbénico (C — 2) en un desplazamiento quimico de 127.03 ppm.
La sefial que se observa en un desplazamiento de 113.61 ppm pertenece al (C — 4) y en este
caso, se puede apreciar una sefial adicional correspondiente al anillo de imidazolio de baja inten-
sidad (ya que se trata de un carbono cuaternario) en 129.43 ppm a la cual se le asigné el (C —5).
En lo que respecta al anillo fusionado, dos de las sefiales se encuentran desplazadas hacia
campo alto 117.83 ppm (C — 8) y 118.23 ppm (C — 6), mientras que las dos sefiales restantes se
encuentran desplazadas hacia campo bajo 124.20 ppm (C —9) y 124.98 ppm (C — 7); cOmo se
puede notar estas cuatro sefiales presentan un patron particular el cual se puede justificar al en-

tender que sobre estos atomos estan actuando dos efectos distintos en conjunto, en primer
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término se hace mencion de un efecto mesomérico en el cual al deslocalizarse la carga dentro del
anillo qguedan zonas mas deficientes de densidad electronica que otras (el cual parece tener ma-
yor peso que el efecto que se explica a continuacion ya que el los atomos con mayor deficiencia
electronica presentan un mayor desplazamiento sin importar su distancia del anillo de imidazolio),
en segundo término esta la distancia a la que se encuentran de los &tomos que estan soportando
la carga positiva en el anillo de imidazolio (a mayor distancia menor desplazamiento). Finalmente,
en cuanto a las sefales correspondientes al bencilo fluorado; se puede apreciar aquella corres-
pondiente a (C — 10) en 40.93 ppm y las sefales restantes, contrario a lo esperado; se observan
como multipletes debido al acoplamiento con los atomos de F que se encuentran en el sistema y
cuyas constantes de acoplamiento sirvieron como apoyo para poder realizar la asignacién de se-

Aales que se muestra a continuacion:

Asignaciones o (ppm) J (H2)
c-11 [107.61 — 108.63] 17.5
C-12,16 [143.68 — 147.28] 249.1
C-13,15 [135.44 — 138.84] 250.68
C-14 [139.8 — 142.87] 253.09

Tabla 4.3 Asignaciones de carbonos bencilicos para L — 8.

Con los datos anteriores se puede establecer como tendencia que mientras menos enlaces de
distancia existan entre F y C, la constante de acoplamiento ser4 mayor y con un valor caracteris-
tico (como se puede ver en la Tabla 4.3, los cinco &tomos enlazados directamente a un F presen-
tan una constante mayor a 200 Hz; mientras que para el atomo restante la constante de acopla-
miento es sustancialmente menor). Es posible apreciar también que los atomos de C enlazados
a F aparecen muy desplazados hacia campo bajo en una region del espectro caracteristica con

un patron de sefial de tipo cuaternario.
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Figura 4.2 Espectro de RMN —3C {*H} de L — 8 (DMSO — ds, 100 MHz, 25 °C).

Espectrometria de masas de L — 8 (ESI).

En la Figura 4.4 se muestra el espectro de masas correspondiente al compuesto L — 8
obtenido mediante la técnica ESI. En él se puede apreciar el ion molecular en 679 m/z
gue corresponde al fragmento [M2 — Br]* y mediante el cual se confirma la interaccion
entre los protones (H — 2) que se mencionaba en el apartado de RMN — H, es posible
observar el patron caracteristico que se asocia a la presencia de Br con dos sefiales muy
proximas una a la otra y de intensidades casi 1:1 debida a los is6topos "°Br y 8!Br. Se
puede ver también una sefial en 633 m/z aunque al tener una intensidad mucho menor
en relacion a las sefiales restantes del espectro resulta despreciable pero se podria aso-
ciar a alguna impureza en el detector o a la matriz misma; y finalmente aparece una sefial
en 299 m/z la cual se asigna al fragmento [Ci14HsFsN2]" en donde se puede apreciar la
pérdida del anién y que resulta ser un efecto comun en las sales de imidazolio. En la

Figura 4.3 se presenta el patrén de fragmentacion propuesto para este compuesto.
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_ Br
[C14HgFsN,]" = M*
-
m/z = 299

[(C14HgF5N2)-Brl* = [MoBr]*
m/z = 679

Figura 4.3 Patrén de fragmentacion propuesto para L — 8.
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Figura 4.4 Espectro de masas de L — 8 (ESI).
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Andlisis cristalografico de L — 8.

Se presenta a continuacion un analisis sobre la estructura cristalina del compuesto L —
8, los cristales se obtuvieron mediante difusion liquido — liquido en un sistema
MeOH/Et20 a baja temperatura para favorecer la formacion de cristales de mayor calidad
en cuanto a tamafo y orden estructural. En la Tabla 4.4 se encuentran las distancias de
enlace selectas medidas de forma experimental a partir de la estructura cristalina mien-
tras que en la Tabla 4.5 se presentan angulos de enlace de importancia del compuesto
L — 8 y finalmente en la Figura 4.6 se puede apreciar la estructura cristalina de la sal de
imidazolio. En primera instancia se abordaran los enlaces correspondientes el fragmento
N — C — N correspondientes al carbono precarbénico, en dicho fragmento es posible notar
gue en las distancias de enlace entre C(2) — N(2) y C(2) — N(1) no existe una diferencia
significativa apreciable; ahora bien al realizar una comparacion entre la distancia de en-
lace C — N existente en N(2) — C(10) (1.474 A), un pirrol y en una imina (1.372 A, enlace
sencillo y 1.279 A, enlace doble; respectivamente)!565 con aquella obtenida de forma ex-
perimental en el fragmento N — C — N (1.324 Ay 1.342 A), se puede notar que el enlace
correspondiente a dicha parte de la molécula presente en L — 8 no es tan largo como
para considerarse un enlace sencillo (ya sea de tipo amina como el existente entre los
atomos N(2) — C(10) o de tipo heterociclico como en el pirrol) ni tampoco tan corto como
para considerarlo un enlace doble y que, si ahora se compara con el de la piridina (1.337
A)156 se puede notar que es mucho mas similar a este dltimo por lo cual es posible afirmar
gue este fragmento posee un orden de enlace de 1.5, con todo lo anterior se puede
afirmar con certeza la existencia de las formas mesoméricas del compuesto tal como se

presentan en la Figura 4.5.

_ _\ Br
Q\:\N“L/\/@i N\ N+\\_/N

Figura 4.5 Formas mesoméricas de L — 8.
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Al dirigir la atencion a las distancias de enlace existentes entre los enlaces N(2) — C(4),
N(1) — C(5) y N(1) — C(9) es posible apreciar un ligero incremento con respecto a las
analizadas anteriormente asi como una mayor similitud de estas con la distancia pre-
sente en un pirrol; ademas al recordar los espectros de RMN, eran estos carbonos quie-
nes presentaban mayores desplazamientos quimicos (Unicamente detras del carbono
precarbénico) y a la luz de estos datos se podria establecer como tendencia que a menor

distancia de enlace C — N disminuye la densidad electronica sobre el atomo de C.

Distancia (A) Distancia (A)
C(2) = N(2) 1.324(4) C(4) - C(5) 1.350(5)
C(2) = N(2) 1.342(4) C(5) - C(6) 1.420(5)
N(2) — C(4) 1.370(4) C(6) — C(7) 1.337(6)
N(L) = C(9) 1.394(5) C(8) - C(9) 1.329(5)
N(1) = C(5) 1.399(4) C(7) - C(8) 1.412(6)
N(2) - C(10) 1.474(4) C(10) — C(11) 1.502(5)
C(2,4) - H(2,4) 0.930 C(6-9) — H(6-9) 0.930

Tabla 4.4 Distancias de enlace selectas para L — 8.

Como siguiente punto se procede a analizar las distancias de enlace entre atomos de
carbono; empleando como referencia de enlace sencillo C(10) — C(11) (1.502 A) es po-
sible notar que hay dos tipos de enlace bien diferenciados en el heterociclo, aquellos con
mayor caracter sencillo (C(5) — C(6) y C(7) — C(8); 1.420 Ay 1.412 A respectivamente) y
los que se asemejan mas a un doble enlace (C(4) — C(5), C(6) — C(7) y C(8) — C(9); 1.350
A, 1.337 Ay 1.329 A respectivamente). Existe al parecer, un mayor caracter de enlaces
conjugados dentro del anillo de imidazolio en lugar de la deslocalizacién de densidad
electronica que se pensaba en un principio; ademas recordando el andlisis del espectro
de RMN - 'H, se habia encontrado cierta tendencia entre las constantes de acoplamiento
para los atomos que conforman el anillo fusionado (JH-5= JH-6# JH-7=JH-8) Y que, en
conjunto con la informacién exhibida en la Tabla 4.4;sirve para asegurar con certeza que
a menor distancia de enlace entre los atomos, el acoplamiento entre ellos sera mayor.
En ultima instancia y contrario a la esperado, todas las distancias de enlace C — H dentro
del anillo de imidazolio fueron iguales a pesar de ser el H unido al carbono precarbénico
guien exhibia una mayor deficiencia de densidad electronica y de quien se esperaba una

distancia de enlace mayor.
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Angulo (°)

N(L) — C(2) = N(2) 107.8(3)
C(2) = N(2) = C(4) 110.1(3)
C(2) = N(1) - C(5) 108.3(3)
C(5) — C(4) - N(2) 107.1(3)
C(4) - C(5) - N(1) 106.7(3)

Tabla 4.5 Angulos de enlace de importancia en L — 8.

Adicionalmente, al revisar los &ngulos de enlace de partes selectas de la molécula (aque-
llas que involucran al anillo de imidazol), es posible apreciar angulos ligeramente mas
obtusos en aquellos fragmentos que involucran al carbono precarbénico en comparacion
gue los fragmentos donde no esta involucrado; ello debido probablemente a los &tomos

de N que tiene enlazados a ambos lados y que ayudan a liberar tensién en el anillo.

Figura 4.6 Estructura cristalina de L — 8.
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4.2.2. Caracterizacion de Complejos tipo NHC de Ru (Il).

Espectro de RMN —'H de C - 1.

Para realizar todos los espectros correspondientes a los carbenos tipo NHC se empled
CDCls como disolvente. La Figura 4.7 muestra el espectro perteneciente al compuesto
C -1, el cual se eligi6 puesto que, de la serie de complejos sintetizados, fue el Unico que
se logro cristalizar con la calidad suficiente como para realizar una difraccion de rayos X;
y de haber elegido otro compuesto no se habria podido presentar un analisis sistematico
de las técnicas de caracterizacion empleadas; de forma simplificada, el compuesto ele-
gido para presentar difiere del NHC andalogo al ligante mostrado en la seccién anterior
por la presencia de las sefales aromaticas correspondientes al bencilo unido al frag-
mento N — C — N. Al igual que para el caso del ligante, en este espectro se puede apreciar
gue el nimero y posicion de las sefiales, asi como su integracién concuerdan con la molécula
propuesta y sus caracteristicas electronicas y adicionalmente, aparecen dos sefiales en 1.21 y
3.48 con una multiplicidad de triplete y cuarteto respectivamente las cuales se asocian a la pre-
sencia de éter etilico en la muestra. Existen dos indicios (principalmente) que confirman la obten-
cion exitosa de este complejo y que se explican a continuacion. El primero de ellos es la aparicion
de una serie de sefiales que atariien al (Ru p — cimeno) las cuales poseen desplazamientos
y multiplicidades caracteristicos. En la zona alifatica se aprecian tres sefales distintas;
la primera de ellas corresponde al metilo del isopropilo y es un doblete que aparece en
el intervalo de [0.925 — 1.500] ppm es importante mencionar que esta sefal se encuentra
superpuesta con la sefial que pertenece al metilo de la molécula de éter que, como se
menciond anteriormente, se encuentra como impureza en la muestra y que explica la
integracion que se muestra en el espectro; la siguiente sefial es un singulete que aparece
a 1.982 ppm y que se asocia al metilo unido directamente al anillo aromatico; finalmente,
en un intervalo de [2.814 — 3.026] ppm se puede apreciar la sefial que se asocia al metino
del isopropilo y que es una de las mas caracteristicas de este fragmento de la molécula
debido a su multiplicidad (heptuplete) e integracion (un atomo). En cuanto a las sefiales
mas desplazadas hacia campo bajo (cerca de la zona aromatica) se pueden identificar
dos sefales asociadas al anillo aromatico las cuales se asignaron haciendo uso de los
espectros COSY y HSQC. En general, el conjunto de estas sefales ayuda a confirmar
gue la coordinacion del metal al carbeno se completé de manera exitosa ya que de otra
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forma estas sefales se verian duplicadas debido a los restos del dimero sin reaccionar;
es importante mencionar que las sefiales correspondientes al p — cimeno sufren un des-
plazamiento hacia campo bajo con respecto al dimero aislado ya que al formarse el NHC,
el carbeno actia como un nucleodfilo fuerte aunado a ello que el M esta actuando (en
menor medida) como un donador — 17 resultan en la formacion de un enlace M — C robusto
y al ocurrir esto, el enlace de coordinacion entre el metal y el p — cimeno se vuelve mas
labil y disminuye la densidad electrénica sobre el anillo por lo que sus sefales sufren un
desplazamiento hacia campo bajo. El siguiente indicio que confirma la formacion del car-
beno es la desaparicion de la sefial acida que se encontraba alrededor de 10 ppm en el
espectro del ligante la cual correspondia al H enlazado al carbono precarbénico, dicho
enlace se rompe para dar lugar al carbeno per se. En cuanto al resto de sefiales, uno de
los cambios inmediatos que se aprecian es la proteccion de H - 4y H — 6, asi como la
desproteccion de H— 9y H — 10. Al analizar el entorno del heterociclo se puede apreciar
que una vez formado el carbeno, los atomos de N estan actuando como donadores 1y
que a pesar de estar abstrayendo densidad electronica del carbeno por el enlace o, esta
no resulta suficiente para compensar lo donado por lo que buscan abstraer densidad de
otros &tomos en su entorno; de entre ellos hay atomos con dos tipos de hibridacion dife-
rente, estan los sp? C (4 — 9) y enlazado al N — 2 con hibridacion sp? se encuentra C —
10. Resulta de importancia mencionar la hibridacion ya que en los carbonos sp? abstraer
densidad electronica es mas dificil que en los sp? debido al incremento en su caracter s,
siendo este el motivo por el cual la sefial correspondiente a los H enlazados a C — 10 se
desplaza hacia campo bajo ya que N — 2 prefiere abstraer densidad electronica provo-
cando una desproteccion sobre este atomo y debilitando el enlace C — H. En cuanto a
los atomos con hibridacién sp? se puede ver una serie de dobles enlaces conjugados de
los cuales unicamente la sefal del H unido a C — 9 sufre un desplazamiento hacia campo
bajo, en este caso el atomo N — 1 podria abstraer densidad electronica tanto de C — 5
como de C — 9, pero ya que el primero de ellos es un carbono cuaternario no hay una
cantidad significativa de densidad electronica disponible para abstraer, razén por la cual
se extrae de C — 9 lo cual tiene como consecuencia que el enlace C — H se debilite y su

atomo de H asociado sufra una desproteccion desplazando la sefal hacia campo bajo.
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Figura 4.7 Espectro de RMN —H de C — 1 (CDCls, 400 MHz, 25 °C).

Espectro de RMN - *3C {H} de C - 1.

En la Figura 4.8 se muestra el espectro de RMN — 13C {*H} correspondiente al compuesto C —1;
al igual que en el espectro anterior para lograr realizar la correcta asignacion de sefiales se hizo
uso de los espectros en dos dimensiones (COSY y HSQC). Se presentan en primer lugar las
sefales correspondientes al fragmento del p — cimeno ya que son nuevas en comparacion al
analogo no coordinado. En un desplazamiento quimico de 18.85 ppm tipico de carbonos alifaticos
se observa la sefial que corresponde al metilo del p — cimeno. La sefial del metino del isopropilo
se puede observar ligeramente desplazada hacia campo bajo en 30.87 ppm. En cuanto a la sefial
de los metilos del isopropilo que aparece en un desplazamiento medio de 22.90 ppmy la cual se
aprecia (contrario a lo esperado), como una sefal dobleteada con J = 263.6 Hz y de baja intensi-
dad; lo cual sugiere por consiguiente el acoplamiento del metilo con uno de los atomos de Cl
enlazados al metal, este hecho fue de utilidad al realizar la asignacion de los atomos que confor-
man el anillo aromatico y que se explica a continuacion. En cuanto a los carbonos sp?, se aprecian

dos tipos de sefales; las que aparecen entre 80 ppm y 90 ppm dobleteadas (para este espectro
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en particular debido a la relacion sefial — ruido, no es posible apreciar estas dos sefiales pero en
el resto de los espectro se noto la tendencia que se describe a continuacion) al igual que la sefial
descrita anteriormente y cuya asignacion se realizé con ayuda de las constantes de acoplamiento
(en general se not6 que la sefial desplazada a campo alto tenia una mayor J que la que se en-
contraba hacia campo bajo debido probablemente a una menor distancia con el metilo del isopro-
pilo) y en segundo término, las cuaternarias de baja intensidad en un intervalo de desplazamiento
de [99.53 — 108.98] ppm y para las cuales se tomo el criterio de desplazamiento anterior para
realizar la asignacion. En este espectro la sefial que confirma la formacién del NHC se puede
observar en un desplazamiento quimico de 164.50 ppm y es aquella correspondiente al carbono
carbénico (C — 2); cdmo se puede notar, de acuerdo con lo esperado ha sufrido un desplaza-
miento quimico significativo hacia campo bajo en comparacion con su analogo no coordinado y
presenta una baja intensidad (caracteristica de las sefiales cuaternarias) debido a la ausencia de
atomos de H. La sefial restante del anillo de imidazol asociada a C — 4 aparece en 114.02 ppm
de acuerdo con lo esperado. La sefial de 55.59 ppm se asigné al C — 10 y en comparacion con el
espectro del ligante esta, asi como la asociada a C — 11 con un desplazamiento de 137.49 ppm
sufrieron una fuerte desproteccion teniendo como consecuencia un corrimiento hacia campo bajo
debido a la demanda electronica de N — 2. En lo que respecta al anillo fusionado, las sefiales y
sus desplazamientos quimicos se resumen en la tabla 4.6.

Asignaciones o (ppm)
C-5 132.73
C-6 117.29
cC-7 122.74
C-8 111.76
CcC-9 130.71

Tabla 4.6 Asignaciones de los carbonos en el anillo fusionado para C — 1.

Tal como se esperaba, las sefiales mas desplazadas hacia campo bajo son aquellas que se en-
cuentran adyacentes a uno de los atomos de N; y con esto se confirma lo planteado en el apartado
anterior sobre a qué atomos se les estaba abstrayendo densidad electronica. Finalmente, al com-
parar los desplazamientos del resto de los carbonos con sus analogos no coordinados; se puede
notar un ligero desplazamiento hacia campo alto resultado de la proteccién de estos atomos por

efectos electronicos.
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Figura 4.8 Espectro de RMN —3C {{H} de C — 1 (CDClz, 400 MHz, 25 °C).

Espectrometria de masas de C - 1 (ESI).

En la Figura 4.10 se muestra el espectro de masas correspondiente al compuesto C — 1
obtenido mediante la técnica ESI. En él se puede apreciar el ion molecular en 525 m/z,
el cual se propone que corresponda al fragmento [M + (EtOH)]* dicho fragmento corres-
ponderia a la pérdida de uno de los cloruros enlazados al metal y la inclusién de una
molécula de etanol la cual probablemente se debe al hecho que para llevar a cabo esta
técnica analitica es necesario disolver la muestra siendo el EtOH uno de los disolventes
de uso mas comun (y efectivamente el empleado en este caso). En 479 m/z se puede
observar el pico base, el cual se asocia con la pérdida natural de la molécula de disol-
vente incluida en el complejo y que conduce al fragmento [M]*y finalmente, se observan
dos picos adicionales en 443 m/z y 345 m/z que corresponden a la pérdida (ambos par-
tiendo del fragmento [M]*) de una molécula de HCI y de p — cimeno respectivamente. En

la Figura 4.9 se presenta el patron de fragmentacién propuesto para este compuesto.
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p - cimeno

[C14H12CINzRU]”
m/z = 345
N\ Nx_—N
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— - R
// m/z = 479
EtOH
[C24H25N2Ru*
[(C24H26CIN,RU)(EtOH)]" = [M + (EtOH)]* m/z = 443
m/z = 525 HCI
Fiaura 4.9 Patrén de fraamentacién propuesto para C — 1.
Intens. +MS, 0.3-1.0min #(25-80), 100%=15392343
x107
479.3
1.50
1.254
1.00
0.751
0.504
0.254
4434
525.2
345.3
0.00 - - c A - - - - - :
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

Figura 4.10 Espectro de masas de C—1 (ESI).
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Analisis cristalografico de C - 1.

Se presenta a continuacion un analisis sobre la estructura cristalina del compuesto NHC
C -1, al igual que para el precursor; los cristales se obtuvieron mediante difusion liquido
— liquido a baja temperatura para favorecer la formacion de cristales de mayor calidad
en cuanto a tamafo y orden estructural, pero a diferencia del compuesto anterior; en esta
ocasion se empled un sistema CH2Cl2/Et20. En la Tabla 4.7 se encuentran las distancias
de enlace selectas medidas de forma experimental a partir de la estructura cristalina (se
escogieron los mismos enlaces que en la sal de imidazolio para poder hacer un analisis
comparativo y se afiadi6 la distancia carbeno — metal y la interaccion de uno de los ato-
mos de CI con un atomo de H), mientras que en la Tabla 4.8 se presentan angulos de
enlace de importancia del compuesto C — 1 y finalmente en la Figura 4.11 se puede
apreciar la estructura cristalina del NHC. En primera instancia se abordaran los enlaces
correspondientes el fragmento N — C — N correspondientes al fragmento del recién for-
mado carbeno N — heterociclico , en dicho fragmento es posible notar que (al igual que
en el precursor), en las distancias de enlace entre C(2) — N(2) y C(2) — N(1) no existe
una diferencia significativa apreciable; pero hubo un ligero elongamiento del enlace en
comparacién con el precursor; lo cual es esperado (ya que al formarse el carbeno se
pierde el doble enlace C — N existente) pero debido al caracter de donador — 1T que pre-
sentan los atomos de N no fue un cambio significativo por lo que, a pesar de ser un
enlace sencillo C — N; es un enlace robusto y poco labil. El siguiente enlace de interés
en el compuesto es el enlace metal — carbeno que hay entre C(2) — Ru; al observar la
distancia de enlace reportada (2.069 A), se puede apreciar que es mucho mayor a cual-
guiera de las analizadas anteriormente lo cual sugiere un enlace labil en el cual existe
una pobre retrodonacion por 1T de parte del metal y poco carécter acido del orbital pw por
causa de los atomos de N; al dirigir la atencion a la Figura 4.11, se puede apreciar que
el fragmento del metal se coordiné de forma tal que su sustituyente voluminoso (el p —
cimeno) quedara orientado en el mismo plano que el del NHC, este fendmeno tal como
sugiere Jacobsen®’, ocurre para minimizar las repulsiones electrénicas entre los susti-
tuyentes voluminosos y adoptar asi una conformacion mucho mas estable que aquella
en la que el sustituyente se encuentra en un plano ortogonal al NHC; aunado a esto, es

de importancia mencionar que por el motivo mencionado anteriormente el libre giro en el
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fragmento del metal se ve restringido al punto de orientar el metilo del p — cimeno con
una mayor proximidad a la imidazopiridina, mientras que el isopropilo queda mas alejado

del resto de la molécula.

Distancia (A) Distancia (A)

C(2) - N(2) 1.363(6) C(4) - C(5) 1.353(7)

C(2) - N(1) 1.367(6) C(5) - C(6) 1.411(7)

N(2) - C(4) 1.370(6) C(6) = C(7) 1.320(8)

N(1) - C(9) 1.390(5) C(8) - C(9) 1.340(8)

N(1) — C(5) 1.402(6) C(7) - C(8) 1.429(9)

N(2) — C(10) 1.466(5) C(10) - C(11) 1.516(6)
C(2,4) — H(2,4) 0.930 C(6-9) — H(6-9) 0.930
C(2)-Ru 2.069(5) Cl — H(10)* 2.593

*Interacciones Intramoleculares

Tabla 4.7 Distancias de enlace selectas para C — 1.

Si se recuerda el espectro de RMN — H, era posible ver una ligera diferenciacién entre
los protones enlazados al C (10) y, tras analizar la estructura cristalina se encontré que
uno de los atomos de Cl se encuentra lo suficientemente cerca (Tabla 4.7) como para
establecer una interaccién intramolecular lo suficientemente importante con uno de los
atomos de H como para volverlo diasterotdpico (se afirma que existe esta interaccion ya
gue se analizaron las distancias de estos atomos de Cl con otros H en su entorno inme-
diato, pero todas ellas excedian los 3 A y en ningln otro 4&tomo se hizo presente este feno-
meno), siendo este el motivo de la sefial dobleteada que se mencionaba anteriormente.
Para el resto de los enlaces, no se aprecia una diferencia significativa en comparacion
con el precursor analizado anteriormente por lo que se asume que la formacion del en-
lace metal — carbeno, unicamente afecta al fragmento N — C — N y al H (10) como se
acaba de explicar. Por ultimo, en la Tabla 4.8 se pueden ver ciertos angulos de enlace
de importancia para el NHC; entre los cambios significativos es posible apreciar una dis-
minucion en el angulo de enlace del fragmento N — C — N la cual estaria asociada a una
disminucién del caracter donador o del carbeno y que va de acuerdo con la gran distancia
de enlace metal — carbeno. Para el resto de los &ngulos de enlace (y al igual que con las
distancias de enlace asociadas), no se pudo apreciar una diferencia significativa con res-

pecto del precursor analizado en la seccion anterior, de tal manera que se asume que la
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formacion del carbeno no tiene un impacto relevante en el resto de los angulos de enlace,

tal como no lo tuvo para las distancias de enlace.

Angulo (°)
N(1) — C(2) — N(2) 103.0(4)
C(2) = N(2) - C(4) 111.9(4)
C(2) = N(1) = C(5) 112.3(4)
C(5) = C(4) = N(2) 108.1(4)
C(4) - C(5) = N(1) 104.7(4)

Tabla 4.8 Angulos de enlace de importancia en C — 1.

Figura 4.11 Estructura cristalina de C — 1.
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4.2.3. Andlisis espectroscopico conjunto.

Se presenta a continuacion el andlisis conjunto de la serie sistematica de compuestos
sintetizados (en primer lugar para la serie de precursores y después se realiza lo propio
con los compuestos NHC) a lo largo de esta investigacion con el objetivo de mostrar las
tendencias o patrones encontrados de acuerdo con la posicion y el grado de fluoracion
presentes; se presentan los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento
concernientes, en primera instancia a los experimentos de RMN — 'H y finalmente aque-

llos obtenidos en la RMN — 13C.

Serie de precursores.

Por lo que se refiere a la serie de precursores sintetizados, y como se observa a conti-
nuacion en la Tabla 4.9 a y Tabla 4.9 b se encuentra respectivamente la informacion
sobre el desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento de los protones en las
moléculas; mientras que en la Tabla 4.10 ay Tabla 4.10 b se muestra lo propio para los

atomos de carbono que se consideran de importancia.

Para iniciar, se dirige la atencién a (H — 10) y tomando como referencia L — 1 que corres-
ponde al compuesto sin fluorar, se puede establecer que a medida que aumenta el nu-
mero de atomos de F en la molécula segun lo esperado, estos protones se vuelven mas
acidos debido a la demanda electrénica en el anillo; al observar el 6 de L — 7, se puede
apreciar que a pesar de tener 3 atomos de F en el anillo, este valor disminuye drastica-
mente quedando fuera de la tendencia y contraviniendo lo mencionado anteriormente.
Para hallarle una explicacion a tal hecho, se not6 que el é también variaba dependiendo
de la posicion de los sustituyentes de manera tal que, a mayor distancia del carbono
cuaternario (C — 11) menor era el desplazamiento quimico que exhibian los protones (es
decir, inversamente proporcional); y esto se puede confirmar al observar que 6 disminuye
paralL —-2,L—-3yL -4 que corresponden a los precursores orto—, meta— y para— susti-
tuidos respectivamente, asi como para L — 6 y L — 7 concernientes a los ligantes 2, 3, 6—
y 3 ,4, 5— trisustituidos, siendo este ultimo quién se ve mas fuertemente afectado. Lo
planteado anteriormente sirve para establecer que la variacion en ¢ para este proton se
ve afectada por el nUmero de los sustituyentes y la distancia de estos con el carbono

cuaternario.
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Continuando con el andlisis de los datos presentados, se puede apreciar que los proto-
nes correspondientes al anillo fusionado (H- 6), (H-7), (H-8) y (H—9); a pesar de no
mostrar una variacion significativa en sus valores de §, se mantuvieron consistentes en
cuanto a su posicion en el espectro, motivo por el cual la explicacion presentada para el
precursor L — 8 en el apartado de RMN — 'H se puede extrapolar para el resto de la serie
de precursores.

Finalmente se realiza un analisis conjunto de los protones correspondientes al anillo de
imidazolio (H — 2) y (H — 4), los cuales parecen estar afectados de manera similar con
respecto a la densidad electrénica que presenta (H — 10). En primer lugar, es preciso
recordar que el N actia como un atractor o; lo cual resulta de especial importancia ya
que al comparar la variacion de 6 entre (H — 10) con (H - 2) y (H — 4), se puede notar
gue mientras el primero sufre una desproteccién (con respecto a L — 1), los otros dos
experimentan el efecto opuesto. Teniendo en cuenta que si (H — 10) se encuentra des-
protegido es debido a una abstraccion de densidad electronica por parte de su carbono
asociado y, en consecuencia, al encontrar una mayor abundancia de densidad sobre
este atomo, el N prefiere sustraerla en mayor medida por este enlace ¢ en lugar de ha-
cerlo por aquellos correspondientes a los carbonos asociados a (H — 2) y (H — 4). En
resumen, se puede decir que la relacion en la variacién de 6 que existe entre (H — 10)
con (H-2)y (H - 4) es inversamente proporcional. Adicionalmente se observo en este
par de &tomos, que no hubo variacién significativa entre el ligante sin fluorar y el ligante
pentafluorado, de tal forma que se propone que en este ultimo los sustituyentes anulan

entre si los efectos electrénicos mencionados anteriormente.

5 (ppm)
H 10 H 8 H7 H6 HA4 H9 H?2
L-1 5.79 7.18 7.26 7.84 8.30 8.63 9.92
L-2 5.86 7.19 7.34 7.85 8.27 8.63 9.88
L-3 5.80 7.19 7.28 7.84 8.30 8.60 9.89
L-4 5.79 7.17 71.27 7.83 8.32 8.66 10.03
L-5 5.87 7.19 7.27 7.83 8.25 8.60 9.88
L-6 5.91 7.20 7.28 7.83 8.28 8.59 9.89
L-7 5.75 7.19 7.28 7.84 8.26 8.60 9.81
L-8 5.99 7.21 7.29 7.85 8.30 8.59 9.91

Tabla 4.9 a Desplazamiento quimico medio para protones selectos de la serie de precursores.
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Por otro lado; en cuanto a las constantes de acoplamiento es posible apreciar (como ya
se habia mencionado anteriormente), una mayor interaccion entre pares de protones; y
aunqgue no fue posible establecer alguna tendencia, si se puede apreciar una serie de
valores homogéneos y consistentes con los hechos explicados hasta el momento con la
salvedad de L — 4, cuyos valores tanto de 6 como J han salido un poco de la tendencia,
pero que se puede deber a que es el Unico compuesto de la serie que presenta al CI
como contraion y el cual probablemente esta formando un par i6nico intimo con el resto

de la molécula, estableciendo una interaccibn mayor que las sales restantes.

J (Hz)

H6 H7 H8 HO9

L-1 9.26 9.29 6.96 7.10
L-2 9.29 9.34 6.87 7.11
L-3 9.33 ND 6.95 7.12
L-4 9.32 8.84 6.70 5.45
L-5 9.34 ND 6.98 7.06
L-6 9.32 9.35 6.91 7.03
L-7 9.38 9.27 6.85 7.15
L-8 9.34 9.34 6.86 7.13

ND No Detectado
Tabla 4.9 b Constantes de acoplamiento de protones selectos para la serie de precursores.

Continuando con el andlisis conjunto, se presentan a continuacion é para una serie de
carbonos selectos los cuales fueron elegidos porqué ya sea que se encontraran enlaza-
dos a un N, fueran parte del anillo de imidazolio, sobre ellos repercutiera directamente el

efecto del sustituyente o una mezcla de los tres motivos anteriores.

En primer lugar, se dirige la atencién hacia (C — 2) y (C — 4) que, siendo parte del anillo
de imidazolio y estando directamente enlazados a atomos de N; se espera se vean afec-
tados de manera similar. Como se esperaba, se puede apreciar una tendencia similar
entre ellos y, aunque es opuesta la descrita para sus protones asociados; resulta con-
gruente con esta ya que a medida que incrementa la proteccién para los protones, dis-
minuye la de los carbonos. Esto ocurre ya que, al tratarse de carbonos sp?, cuando in-
crementa la demanda electrénica por o esta se ve compensada por la existente en 1T
dejando de esta forma intacta la densidad electronica sobre el protén. Caso contrario es
los que ocurre con (C — 10) y que se explica a continuacion.
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Al observar 6 para (C — 10), se puede ver una tendencia que es opuesta tanto a la que
exhiben los 4&tomos (C — 2) y (C — 4) como a la que presenta su proton asociado; y esto
se puede explicar ya que al tratarse de un carbono sp?y no tener un orbital pr con den-
sidad electronica disponible para compensar la demanda electrénica en o, este se ve
obligado a abstraerla de los protones asociados a él; es por ello que este carbono tiene
una tendencia de proteccion a medida que la demanda electronica aumenta, mientras

gue en sus protones asociados la tendencia es de desproteccion.

Tomando en cuenta el siguiente par de &tomos (C -5) y (C — 9), los cuales son caracte-
risticos por su & hacia campo bajo debido al caracter de carbono cuaternario enlazado a
un N que presentan, y sobre el cual la demanda electronica por o es alta y la falta de
sitios que la compense se hace notar. En este par de atomos no fue posible establecer
una tendencia clara; pero al igual que con otros atomos que presentaron este inconve-
niente, la serie de valores se mostré homogénea y consistente en lo que respecta a su

posicion en el espectro.

Finalmente, al dirigir la atencion a la ultima columna de la tabla la cual corresponde al
atomo (C — 11); se puede notar una amplia y cariada gama de valores para 0 los cuales
(a diferencia de todos los atomos anteriores) se mostraron inconsistentes en cuanto a su
posicién en el espectro; siendo imposible establecer alguna tendencia; se piensa que el
motivo de una serie de desplazamientos tan heterogénea se debe probablemente a di-

versos efectos que estén actuando simultaneamente y se estén anulando entre si

5 (ppm)
C2 C 4 C5 C9 C 10 c11
L-1 126.45 113.33 129.50 124.41 53.01 134.61
L-2 126.65 113.46 129.53 124.36 47.42 121.55
L-3 126.66 113.33 129.58 124.48 52.28 137.19
L-4 126.57 113.23 129.50 124.48 52.14 130.97
L-5 126.71 113.46 129.56 124.28 41.48 110.06
L-6 126.86 113.55 129.50 124.24 41.53 112.03
L-7 126.87 113.24 129.65 124.49 51.56 131.61
L-8 127.03 113.61 129.43 124.20 40.93 108.21

Tabla 4.10 a Desplazamiento quimico para carbonos selectos de la serie de precursores.
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En la Tabla 4.10 b se presentan los valores de las constantes de acoplamiento para los
carbonos que conforman el anillo aromatico sustituido, las cuales se emplearon para
realizar la asignacion correspondiente; aquellos valores resaltados corresponden a los
carbonos sustituidos los cuales, como se puede apreciar son sumamente altos en com-
paracion con aquellos sin sustituir; lo cual se atribuye al acoplamiento existente entre C
y F. También es importante mencionar la relacion que existe entre el valor de J para el
carbono sustituido y el grado de fluoracion en el anillo; al respecto se puede decir que,
en general; J aumenta al hacerlo el grado de fluoracion, pero como se puede notar en el
compuesto L — 6, este no es el Unico efecto que influye en el valor de J; siendo también
de importancia la distancia entre los sustituyentes es decir, a menor distancia entre ellos
mayor sera la constante de acoplamiento. Todo lo explicado anteriormente aplica tam-
bién para los carbonos no sustituidos, al incrementar el grado de fluoracion y disminuir
la distancia entre estos y los carbonos sustituidos, su constante de acoplamiento se in-
crementa; mientras que para los compuestos monosustituidos se puede notar que, si el
carbono sustituido tiene un menor numero de vecinos, la J de estos se vera incremen-
tada. Finalmente, en lo que a tendencias se refiere; se hace notar que en el (C — 11)
actuan los efectos antes mencionados y adicionalmente, el hecho que el valor de J para
L — 8 no fuera tan alto como se esperaba debido a su grado de fluoracién, es debido a
gue este efecto se esta anulando con el de la distancia de los sustituyentes; es decir, se
encuentra totalmente sustituido lo cual deberia incrementar el valor de J pero algunos de
estos sustituyentes se encuentran a mayor distancia lo que ocasiona que este valor dis-

minuya, teniendo como resultado una J intermedia.

J (Hz)

c1 C12 C13 C 14 C 15 C 16
L-1
L-2 14.57 8.18 3.23 3.54 20.67 247.18 |
L-3 7.89 ND 8.26 14.50 244.65 15.79
L-4 3.17 8.51 21.65 | 24555 21.65 8.51
L-5 19.08 249.90 23.93 10.49 23.93 249.90
L-6 36.93 240.49 29.72 19.34 | 246.80 251.72
L-7 8.04 ND ND ND ND ND
L-8 1752 | 249.09 | 25068 | 253.09 | 250.68 | 249.09 |

ND No Detectado
Tabla 4.10 b Constantes de acoplamiento de carbonos selectos para la serie de precursores.
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Serie de complejos tipo NHC.

En el caso de la serie de complejos es importante recordar que, una vez formado el
carbeno el N continla actuando como un atractor o, pero ahora funge también como un
donador T; lo anterior se encuentra intimamente relacionado con la posicion y el grado

de sustitucion los cuales afectaran directamente la calidad del N como donador 1.

En general como se puede observar en la Tabla 4.11 a, a pesar de no existir una varianza
muy significativa en los valores de 9, se puede observar que, al incrementar el grado de
sustitucion en el anillo y con ello el caracter atractor del N — sustituyente la tendencia en
el desplazamiento de los protones es hacia campo alto, la causa del efecto descrito an-
teriormente es que un sustituyente electroatractor incrementa el caracter atractor del Ny
estabiliza su enlace o con el carbeno, compensando la abstraccion de densidad prefe-
rentemente de este enlace; de manera tal que los enlaces C — H restantes en el entorno

sufran un ligero efecto de proteccion.

5 (ppm)

H10 H 8 H7 H 6 H4 H9
C-1 5.97 6.46 6.75 7.15 7.21 9.06
C-2 5.94 6.46 6.73 * * 9.05
c-3 5.99 6.48 6.77 * * 9.05
C-4 5.92 6.44 6.71 7.11 7.14 9.01
C-5 5.86 6.45 6.72 7.03 6.97 9.01
C-6 5.92 6.48 6.76 7.11 6.99 9.02
Cc-7 * 6.48 6.76 7.13 7.13 9.02
Cc-8 5.93 6.48 6.76 7.11 6.95 8.96

* Sefiales superpuestas
Tabla 4.11 a Desplazamiento quimico medio para protones selectos de la serie de NHC.

En cuanto a las constantes de acoplamiento, al igual que para los precursores se pueden
apreciar dos grupos bien diferenciados, aunque sin alguna tendencia en particular. En
esta ocasion se tomo la decision de incluir a (H — 10) ya que como se observaen L — 1
(y como se observaba en la serie de precursores) esta sefial carece de acoplamiento;
pero una vez que aparece la sustitucion en el anillo, el acoplamiento se hace presente y
con valores no despreciables; lo cual conduce a la conclusién de que tal J es debido al
efecto conjunto del ClI enlazado al metal (como se discutié en la seccion del analisis

cristalografico) y de la fluoro—sustitucion en el anillo ya que por separado, estos efectos
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no producen acoplamiento alguno (basta referirse a la seccion donde se discute el ana-
lisis espectroscépico conjunto de los precursores, o0 a la Tabla 4.11 b en la cual el com-
puesto L — 1 no presenta acoplamiento). Lo que probablemente esté ocurriendo es que
el efecto que produce la distancia del Cl con uno de los protones (H — 10) sea lo suficien-
temente significativo como para volverlos diasterotopicos, pero Unicamente la presencia

de los &tomos de F (que si son activos en resonancia) conduce hacia un acoplamiento

efectivo.
J (Hz)

H6 H7 H8 H9 H 10
c-1 9.25 9.27 7.59 7.52 ND
Cc-2 * 9.15 7.63 7.55 25.58
C-3 * 9.05 7.53 7.49 30.21
Cc-4 9.35 9.21 7.59 7.49 202.31
C-5 7.99 9.12 7.60 7.56 23.43
C-6 9.03 9.29 7.58 7.52 32.27
cC-7 9.31 9.27 6.75 7.49 *
Cc-8 9.27 9.28 7.60 7.70 17.94

ND No Detectado
* Sefiales superpuestas
Tabla 4.11 b Constantes de acoplamiento de protones selectos para la serie de NHC.
Por lo que se refiere a los desplazamientos para los atomos de carbono en la serie de
complejos, en particular para (C — 2) y de forma general se puede observar que 6 se
encuentra en funcion de la demanda electronica del anillo (y en consecuencia de su
grado de sustitucion), es decir que al incrementar el grado de sustitucién, el carbono
sufre un efecto de desproteccion lo cual resulta congruente con el hecho que el caracter
donador 1 del atomo de N disminuya a medida que incrementa el grado de sustitucion,
ya que por una parte la cantidad de densidad electronica que recibe el carbeno por este
orbital se ve ligeramente disminuida; y simultaneamente se le esta retirando densidad
por el enlace o, lo cual en conjunto produce el efecto de desproteccién antes mencio-
nado. En cuanto al par de atomos (C —4) y (C-9), y debido a que el N prefiere compen-
sar la deficiencia de densidad electrénica con el carbeno; estos en general experimentan
un efecto de proteccién al incrementar la demanda electronica debida al grado de susti-
tucion del anillo, este efecto de proteccidn resulta ser congruente con lo explicado en el
apartado anterior. A pesar de que (C — 5) no presenta una tendencia definida, sus valores

de 6 resultan consistentes a lo largo de la serie de complejos.
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Finalmente, y de forma similar a lo que ocurria para (C — 4) y (C — 9); en los valores de
desplazamiento de los atomos (C — 10) y (C — 11) se puede apreciar que, de manera
general; estan experimentando un efecto de proteccion a medida que incrementa la de-

manda electrénica en el anillo.

5 (ppm)

C2 C4 C5 C9 C 10 c1
c-1 164.50 114.02 132.73 130.71 55.59 137.49
c-2 164.40 112.97 132.73 130.59 49.84 123.67
c-3 ND 113.83 132.89 130.69 55.04 139.94
c-4 164.19 113.71 132.74 130.52 54.67 132.97
C-5 164.50 112.28 132.59 130.53 45.24 112.16
C-6 164.14 111.96 132.79 130.65 45.44 118.43
c-7 165.21 113.25 133.08 130.55 54.27 ND
c-8 165.57 111.44 132.94 130.49 44.94 *

ND No Detectado
* Sefales superpuestas
Tabla 4.12 a Desplazamiento quimico para carbonos selectos de la serie de NHC.

Por ultimo, se presentan las constantes de acoplamiento de los carbonos que conforman
el anillo N — sustituyente de la serie sistematica de complejos; desgraciadamente para
ciertos compuestos la intensidad de las sefiales fue demasiado baja como para poder
reportar un valor o se encontraban solapadas con otras sefales haciendo complicada su
correcta resolucién. En estos valores de J se puede apreciar una tendencia similar a
aquella encontrada en la serie de precursores; al realizar una comparacion entre estos
valores, se aprecia que no existe una variacion significativa de forma tal que la formacion

del carbeno no produjo algiin cambio importante en el valor de J.

J (Hz2)

c11 C12 C 13 C 14 C15 C 16
c-1
c-2 13.97 8.30 3.55 3.67 21.44 | 246.82 |
c-3 7.74 2.68 5.95 20.83 ND 22.38
C-4 3.27 8.16 2164 | 24742 | 21.64 8.16
C-5 1355 | 250.48 | 11.27 10.59 11.27 | 250.48 |
C-6 18.42 ND ND ND ND ND
Cc-7 ND 2210 | 250.98 231.37 250.98 | 22.10
C — 8 * * * * * *

ND No Detectado
* Sefiales superpuestas
Tabla 4.12 b Constantes de acoplamiento de carbonos selectos para la serie de NHC.
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5. Pruebas biologicas.

Cultivo de lineas celulares y medio de cultivo.

Los compuestos fueron escaneados in vitro contra las lineas celulares cancerosas hu-
manas: HCT-15 (adenocarcinoma colorrectal humano), MCF-7 (adenocarcinoma mama-
rio humano), K562 (leucemia mielégena cronica humana), U251 (glioblastoma humano),
PC-3 (adenocarcinoma prostatico humano) y SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmén hu-
mano), las lineas celulares fueron suministradas por el Instituto Nacional del Céancer
(USA). La citotoxicidad tumoral humana fue determinada empleando el colorante de
unién a proteinas Sulforodamina B (SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el
crecimiento de las células como se describe en los protocolos establecidos por el
NCI*%8 Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI — 1640 complementado con
suero fetal bovino al 10%, 2 mM de L — glutamina, 10000 unidades/mL de penicilina G
sodica, 10000 pug/mL de sulfato de estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B (invitro-
gen/GibcoTM), asi como 1% de aminoacidos no esenciales (invitrogen/GibcoTM). Se
mantuvieron a 37 °C en una atmdésfera humidificada con 5% de CO2. La disponibilidad
de las células utilizadas en los experimentos excede el 95% segun lo determinado con

azul tripan.

Ensayo de citotoxicidad.

La citotoxicidad tras el tratamiento de las células tumorales y las células sanas con los
compuestos de prueba fue determinada utilizando el agente de tincion enlazante a pro-
teinas Sulforodamina B (SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el crecimiento
celular como se describe en los protocolos establecidos por el NCI*%8, Las células fueron
removidas de los matraces de cultivo de tejidos mediante tratamiento con tripsina y dilui-
dos con medio fresco. De esta suspension celular, 100 uL los cuales contenian 5000-
10000 ceélulas por pocillo, fueron pipeteadas en microplacas de titulacion de 96 pocillos
(Costar, Cambridge, MA) y el material fue incubado a 37 °C por 24 h en una atmdésfera
de CO2 al 5%. Subsecuentemente, 100 pL de una solucién del compuesto obtenido al
diluir los stocks fue afiadida a cada pocillo. Los cultivos fueron expuestos por 48 h al

compuesto a concentraciones de 50 uM. Tras el periodo de incubacion, las células se
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fijaron al sustrato plastico mediante la adicion de 50 uL de acido tricloroacético acuoso
frio al 50 %.

Las microplacas fueron incubadas a 4 °C por 1 h, lavadas con agua corriente y secadas
al aire. Las células fijadas con el acido tricloroacético fueron tefildas mediante la adicion
de 0.4% de SRB. La solucion de SRB libre fue removida mediante un lavado con acido
acético acuoso al 1%. Las microplacas fueron secadas al aire, y el colorante de enlace
a proteinas se disolvido mediante la adicion de base Tris no tamponada 10 mM (100 uL).
Las microplacas se colocaron en un agitador por 10 min, y la absorcion fue determinada
a 515 nm empleando un lector de microplacas ELISA Ultra Micoplate (Synergy/HT BIO-

TEK Instrument, Inc.)

5.1. Medicion de la inhibicion del crecimiento celular e ICso.
Una vez que la serie de complejos NHC fue sintetizada y completamente caracterizada,
se procedié a evaluar su actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares con alta
incidencia en México; en primera instancia mediante un estudio de inhibicién de creci-
miento por linea celular para valorar que compuestos presentaban una actividad mas
favorable para los propdsitos de esta investigacion y sobre que lineas celulares esta se
hacia presente.

Una vez identificados los compuestos y las lineas celulares con los porcentajes de acti-
vidad citotdéxica mas favorables, se condujo un experimento para medir la concentracion
inhibitoria al 50% o ICso (tipico en este tipo de estudios para compuestos potencialmente
anticancerigenos), y poder comparar estos resultados con datos de la literatura del cis-
platino el cual es utilizado como referencia en lo que respecta a estudios de efectividad

contra lineas celulares cancerosas.

El ensayo de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas del tipo Screening
primario se llevé a cabo empleando el protocolo de la Sulforodamina B, a una concen-
tracion de 25 uM y usando DMSO como vehiculo. En la Tabla 5.1 se presentan las lineas
celulares empleadas durante este ensayo (COS7 se empleé como blanco), mientras que

en la Tabla 5.2 se muestran los resultados del ensayo.
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Lineas celulares empleadas

Linea celular Descripcion
COos7* Rifibn de mono (nho cancerosa, Control)
U251 Glioblastoma de SNC (GSNC)
PC-3 Prostata
K562 Leucemia
HCT - 15 Colon
MCF -7 Mama
SKLU -1 Pulmén

* Control empleado para medir la citoespecificidad del compuesto
Tabla 5.1 Listado de lineas celulares.

Los resultados mostrados a continuacién son el promedio de dos experimentos indepen-
dientes con el error estandar de la media asociado, en el caso particular de C — 8 y por
motivos de tiempo; solo fue posible realizar un experimento y por lo tanto no tiene un

error estandar asociado; mientras que C — 7 no fue evaluado.

Porcentaje de inhibicion por linea celular

Compuesto Control GSNC Prostata Leucemia Colon Mama  Pulmén
Cc-1 24.742.8 10.3+3.9 10.5+3.2 49.5+8.0 12.6+2.7 3.7+1.2 15.6%6.1
27.945.0 21.3+3.0 18.1+8.8 46.1+7.4 39.0+7.0 25.3t4.4 20.4+5.C
20.9+2.0 60.3+0.9 49.9+9.1 46.5+3.3 38.5+5.0 44.7+5.9 40.7+0.8
12.746.1 20.0+7.8 14.7+3.6 38.1+11.1 11.1+3.1 16.3t5.6 22.1+0.2
149405 20.5+6.0 13.2+1.6 34.4+45 7.0+1.8 11.0+7.2 11.7+0.8
12.1+0.3 7.2 NC 24.8+5.4 NC 8.4+2.2 8.4+2.3
2.3 NC 5.9 61.2 NC NC 5.1

OOl O O O O
|
ol o g A W N

NC No Citotéxico
Tabla 5.2 Porcentaje de inhibicion del crecimiento por linea celular.

En general se puede observar que a medida que el grado de fluoracién incrementa en la
molécula, su citotoxicidad en la linea control disminuye hasta llegar a un minimo de 2.3%
para el complejo pentafluorado. Al dirigir la atencion hacia el porcentaje de inhibicion en
el resto de las lineas celulares, se aprecia una tendencia al alza al variar la posicion en
los complejos monosustituidos mientras que, al incrementar el nUmero de sustituyentes,
la citotoxicidad disminuye a tal grado de resultar nula en algunas lineas celulares para el

compuesto totalmente fluorado.
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Con lo anterior se puede asegurar que el grado de fluoracion si influye en la citoespeci-
ficidad del complejo, pero una sustitucion total afecta la eficacia con la que la molécula
ataca a las células cancerigenas y, por lo tanto; es necesario encontrar un balance entre
el grado de sustitucion y el porcentaje de inhibicidon. A la luz de estos resultados sobre-
salen en primer lugar la linea K562 (leucemia) como la de mayor actividad con un maximo
de 61.2% con C — 8 que, a pesar de ser inusual resulta esperanzador en dicha linea; y
finalmente el compuesto C — 3 por tener los resultados mas consistentes y uno de los
porcentajes de inhibicibn mas altos del estudio (60.3% para glioblastoma del SNC) con

un nivel de citoespecificidad aceptable.

Es asi como se eligio6 la linea K562 y los compuestosC-1,C-2,C-3,C-4yC-5
para el ensayo de ICso, en particular para el compuesto C — 3 debido al alto nivel de
inhibicion presentado en diversas lineas celulares; se tomé la decision de correr el en-
sayo en dos lineas adicionales (U251 y PC — 3 correspondientes a glioblastoma de SNC
y prostata respectivamente). La Tabla 5.3 muestra los resultados obtenidos para el en-
sayo de ICso (LM) cabe aclarar que al igual que en el ensayo anterior, se obtuvieron como
el promedio de dos experimentos independientes con el error estdndar de la media aso-
ciado; y nuevamente se empled el protocolo de Sulforodamina B, DMSO como vehiculo
y COS7 como linea control y referencia de la citoespecificidad de los compuestos some-

tidos al andlisis. Se incluye al cis — platino como compuesto referencia®®®.

IC50 (uUM)
Compuesto Control Leucemia GSNC Prostata
Cc-1 264.8+34.8 51.7+4.6
C-2 103.7+4.2
C-3 62.84+0.8 34.0£1.5 18.5+1.4 18.4+0.4
C-4 73.2+2.0 16.9+1.6
C-5 324.8+23.1 46.8+1.7
cis — platino®®® 35.5 9.4 13.0

Tabla 5.3 Concentracion Inhibitoria al 50% para compuestos selectos de la serie NHC.

Con respecto a la linea control se nota que el nivel de citoespecificidad de los compues-
tos seleccionados para este ensayo es alta ya que su ICso es bastante alto lo que se
traduce en la necesidad de una mayor concentracion del complejo para afectar células

saludables principalmente en los compuestos difluoro sustituido y en el no sustituido.
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En lo que respecta a la leucemia, los compuestos C — 3 y C — 4 presentaron un ICso
menor al del cis — platino y finalmente, en C — 3 para el glioblastoma de SNC y préstata
se obtuvo una concentracion inhibitoria mayor que en el cis — platino, aunque no con
mucha diferencia. Tomando en cuenta el nivel de citoespecificidad de los compuestos y
su grado de inhibicion, se puede afirmar que tuvieron un buen desempefio en los ensayos

realizados.

Por dltimo, se muestran gréaficos con los resultados obtenidos para presentar de forma
mas ilustrativa y concisa las tendencias explicadas hasta el momento. En la Figura 5.1
se puede ver el porcentaje de inhibicion, por cada linea celular se destaca el complejo
con el porcentaje mas alto; mientras que en la Figura 5.2 se muestra un grafico de la
funcion plCso de complejos selectos de la serie NHC contra el cis — platino que fungié
como compuesto de referencia (esta funcion resulta de especial utilidad debido al hecho
qgue se trabajé con concentraciones del orden uM y por lo tanto, un valor mayor sera

indicio de una mayor efectividad del compuesto en cuestion),.

Porcentaje de Inhibicion por linea celular
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6. Conclusiones.

Tal como se tenia planeado se logro la sintesis de dos series de compuestos, la primera
de ellas consta de ocho sales de imidazolio que sirvieron como precursores de la se-
gunda, la cual se conforma por ocho complejos de Ru tipo NHC). Adicionalmente se
lograron obtener tres estructuras cristalinas por difraccion de rayos X, el complejo de Ru
tiene una estructura tipo taburete de piano y uno de los cristales de las sales de azolio

presenta un cierto grado de desorden estructural, es decir; se encuentra maclado.

Se realiz6 la medicién de la actividad citotoxica de la serie de complejos NHC de Ru
encontrando una serie de interesantes hallazgos. La mayoria de los compuestos some-
tidos a analisis presentaron un porcentaje de inhibicion aceptable siendo C — 8 quién
exhibié el maximo valor con 61.2%, mientras que la linea celular correspondiente a la
leucemia fue la mas activa en esta serie de compuestos y en general, el complejo C — 3
fue el que presentd la actividad citotoxica mas efectiva en el mayor nimero de lineas

celulares.

A lo anterior, se puede agregar que el grado de fluoracion asi como la posicion de la
sustitucién influye directamente en la citotoxicidad y citoespecificidad de los compuestos
de forma tal que, un exceso (el cual incrementa la citoespecificidad a costa de la citoto-
xicidad) o defecto (incrementa la citotoxicidad a costa de la citoespecificidad) de sustitu-
yentes F disminuyen la efectividad de estos compuestos como potenciales agentes can-
cerigenos y se hace necesario encontrar un punto intermedio en el cual se maximicen

ambas propiedades.

El haber disefiado una serie sistematica de complejos tuvo la ventaja de hacer notorio
gué caracteristicas estructurales impactaban en mayor o menor medida en las capacida-
des de estos compuestos como agentes anticancerigenos tal que el disefio racional de
compuestos con fines biolégicos (y cualquier otro fin en realidad) es preferible por sobre
los descubrimientos azarosos o las modificaciones estructurales indiscriminadas. En lo
gue respecta a la relacion estructura — actividad se puede hacer mencion que un ligero
grado de fluoracion trajo consigo los compuestos mayormente activos y con resultados

mas consistentes de la serie.
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Finalmente en cuanto a la relacion entre el caracter acido, ya sea del carbono precarbé-
nico en el caso de las sales de imidazolio o del carbeno en el caso de los complejos de
Ru tipo NHC; y el grado de fluoracién en el compuesto, en la primer serie de compuestos
se logré apreciar que el caracter acido si se ve influenciado por el grado de fluoracion del
N — sustituyente pero adicionalmente por la distancia a la que estos sustituyentes se
encuentran del carbono cuaternario; es decir, al incrementar el grado de sustitucion, in-
crementa el caracter acido y al incrementar la distancia entre los sustituyentes y el car-
bono cuaternario disminuye la acidez. Mientras que para la segunda serie de complejos
se encontré que, en general; el nivel de acidez del orbital p, del carbeno incrementa al

aumentar el grado de fluoracién de la molécula.
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8. Anexos.

Mecanismos de reaccion.
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Figura Al. Mecanismo de reaccion para la formacion de la imidazo [1, 5 — a] piridina.
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Figura A2. Mecanismo de reaccion de la formacion de la sal de imidazolio.
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B. Informacion cristalografica complementaria.
Férmula empirica C14H10BrFsN>
Peso férmula 343.15
Temperatura 298(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalino Ortorrémbicol
Grupo espacial Pbca
a = 15.9438(16) A a=90°.
Dimensiones de la celda unitaria b = 7.6934(7) A B =90°.
¢ =21.9090(2) A y = 90°.
Volumen 2687.4(4) A3
Z 8
Densidad (calculada) 1.696 mg/m?
Coeficiente de absorcién 3.084 mm1?
F(000) 1360

Tamarfio del cristal

0.394 x 0.162 x 0.042 mm?

Rango para la recoleccion de
datos (8)

2.256 a 30.089°.

Rangos de indice -13<h=<22 -8<k=<10 -30<1=<30
Reflexiones recolectadas 18683
Reflexiones independientes 3943 [R¢ny = 0.1142]
Integridad de 8 = 25.243° 99.80%
Correccion de absorcion Semiempirico de equivalentes
Max. and min. de transmision 0.7460 0.5107
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa en F2
Datos / restnc;;:(l)(;nes [ parame- 3943 283 254
Bondad del ajuste en F2 0.982
indices R finales [I>20(1)] R1 =0.0622 wR2 = 0.0965
indices R (todos los datos) R; =0.1925 wR; = 0.1281

Mayor diferencia entre pico y
agujero

0.337 - 0.407 A3

Tabla B.1 Informacion cristalografica complementaria de L — 6.
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Figura B.1 Estructura cristalina de L — 6.

Figura B.2 Celda unitaria de L — 6.
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Formula empirica C14HsBrFsN;
Peso formula 379.13
Temperatura 298(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalino Trigonal
Grupo espacial R-3
a=27.4963(10) A a=90°.
Dimensiones de la celda unitaria b = 27.4963(10) A B =90°.
c =9.8844(3) A y =120°.
Volumen 6471.9(5) A®
Z 18
Densidad (calculada) 1.751 mg/m?
Coeficiente de absorcién 2.910 mm*?
F(000) 3348

Tamarfio del cristal

0.443 x 0.189 x 0.151 mm?

Rango para la recoleccion de
datos (8)

2.231 a 25.396°.

Rangos de indice

-30<h <33

-33<k<29 A1<1<11

Reflexiones recolectadas

12062

Reflexiones independientes

2646 [Rgm = 0.0426]

Integridad de 8 = 25.242°

100.00%

Correccion de absorcién

Semiempirico de equivalentes

Max. and min. de transmision

0.6386

Método de refinamiento

Minimos cuadrados de matriz completa en F2

Datos / restricciones / parame-

0 199
tros
Bondad del ajuste en F2 1.015
indices R finales [I>20(l)] R;: = 0.0428 wR2 = 0.0735
indices R (todos los datos) R: = 0.0920 WR; = 0.0883

Mayor diferencia entre pico y
agujero

0.339-0.321 A®

Tabla B.2 Informacion cristalografica complementaria de L — 8.
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Figura B.3 Celda unitaria de L — 8.
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Férmula empirica C24H26Cl2N2Ru
Peso férmula 514.45
Temperatura 298(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalino
Grupo espacial P 21/n
a=6.8590(11) A a =90°.
Dimensiones de la celda unitaria b = 14.3520(2) A B =92°.
c = 22.6120(4) A y = 90°.
Volumen 2223.7(6) A2
z 4
Densidad (calculada) 1.537 g/cm®
Coeficiente de absorcion 0.958 mm1?
F(000) 1048
Tamarnio del cristal
Rango para la recoleccion de
datos (0)
Rangos de indice k=18 | =29
Reflexiones recolectadas 5090

Reflexiones independientes

2646 [Rgny = 0.0426]

Integridad de 6 = 27.484°

99.80%

Correccion de absorcion

Semiempirico de los equivalentes

Max. and min. de transmisién

Método de refinamiento

Minimos cuadrados de matriz completa en F2

Datos / restricciones / parame-
tros

Bondad del ajuste en F2

indices R finales [I>20(1)]

indices R (todos los datos)

Mayor diferencia entre picoy
agujero

Tabla B.3 Informacion cristalografica complementaria de C — 1.
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C. Informacion adicional.

RMN - H (DMSO-ds, 400 MHz): & = 9.92 (d, 1H, J=4.6
Hz), 8.63 (d, 1H, J=7.1 Hz), 8.30 (s, 1H), 7.84 (d, 1H,
J=9.3 Hz), 7.52 (d, 2H, J=7.3 Hz), 7.43 (g, 3H, J=8.0,
7.1, 7.1 Hz), 7.26 (dd, 1H, J=9.3, 6.7 Hz), 7.18 (td, 1H,
J=7.0, 6.8, 1.0 Hz), 5.92 — 5.66 (M, 2H) ppm RMN — 13C
(DMSO-ds, 101 MHz): & = 134.61, 129.50, 129.01,
128.91, 128.68, 126.45, 124.77, 124.41, 118.20,
117.42, 113.33, 53.01 ppm m/z 288

RMN — 'H (DMSO-ds, 400 MHz): & = 9.88 (s, 1H), 8.63
(d, 1H, J=7.1 Hz), 8.27 (s, 1H), 7.85 (d, 1H, J=9.3 Hz),
7.60 (t, 1H, J=7.4, 7.4 Hz), 7.55 — 7.41 (m, 1H), 7.34 (d,
1H, J=9.3 Hz), 7.29 (dd, 1H, J=14.9, 1.2 Hz), 7.28 (d,
1H, J=15.4 Hz), 7.19 (td, OH, J=6.9, 6.8, 1.2 HZ), 5.86
(s, 1H) ppm RMN — 13C (DMSO-ds, 101 MHz): d =
160.34 (d, J=247.2 Hz), 131.68 (d, J=8.2 Hz), 131.29
(d, J=3.2 Hz), 129.53, 126.65, 125.15 (d, J=3.5 Hz),
124.85, 124.36, 121.55 (d, J=14.6 Hz), 118.23, 117.56,
115.86 (d, J=20.7 Hz), 113.46, 47.42 (d, J=3.8 Hz) ppm
m/z 306
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RMN - 'H (DMSO-ds, 400 MHz): 5 = 9.89 (s, 1H), 8.62
(dt, 1H, J=7.1, 0.9, 0.9 Hz), 8.30 (s, 1H), 7.84 (d, 1H,
J=9.3 Hz), 7.49 (td, 1H, J=8.0, 8.0, 6.1 Hz), 7.42 (d, 1H,
J=9.9 Hz), 7.37 (d, 1H, J=7.6 Hz), 7.32 — 7.20 (m, 1H),
7.28 — 7.20 (m, 1H), 7.19 (td, 1H, J=7.0, 6.9, 1.2 Hz),
5.80 (s, 2H) ppm RMN — 3C (DMSO-ds, 101 MHz): & =
162.21 (d, J=244.7 Hz), 137.19 (d, J=7.9 Hz), 131.10
(d, J=8.3 Hz), 129.58, 126.66, 124.84, 124.81, 124.48,
118.22, 117.44, 115.82 (d, J=14.5 Hz), 115.61 (d,
J=15.8 Hz), 113.33, 52.28 ppm m/z 306

RMN — 'H (DMSO-ds, 400 MHz): & = 10.03 (s, 1H), 8.66
(d, 1H, J=5.4 Hz), 8.32 (s, 1H), 7.83 (d, 1H, J=9.3 Hz),
7.72 —7.50 (m, 2H), 7.27 (t, 2H, J=8.8, 8.8 Hz), 7.25 (d,
1H, J=8.7 Hz), 7.17 (t, 1H, J=6.7, 6.7 Hz), 5.79 (s, 2H)
ppm RMN — 13C (DMSO-ds, 101 MHz): & = 162.34 (d,
J=245.6 Hz), 131.26 (d, J=8.5 Hz), 130.97 (d, J=3.2
Hz), 129.50, 126.57, 124.76, 124.48, 118.21, 117.39,
115.86 (d, J=21.6 Hz), 113.23, 52.14 ppm m/z 306
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RMN - H (DMSO-ds, 400 MHz): 5 = 9.88 (d, 1H, J=0.6
Hz), 8.60 (dg, 1H, J=7.1, 1.1, 1.1, 1.0 Hz), 8.25 (s, 1H),
7.83(dq, 1H,J=9.3,1.1,1.1, 1.1 Hz), 7.61 (it, 1H, J=8.5,
8.5,6.7,6.7 Hz), 7.32 - 7.22 (m, 1H), 7.27 (d, 2H, J=9.4
Hz), 7.19 (td, 1H, J=7.0, 6.9, 1.2 Hz), 5.87 (s, 2H) ppm
RMN - 13C (DMSO-ds, 101 MHz): & = 160.88 (dd,
J=249.9, 7.0 Hz), 132.79 (t, J=10.5, 10.5 Hz), 129.56,
126.71, 124.94, 124.28, 118.22, 117.69, 113.46,
112.30 (d, J=23.9 Hz), 110.06 (t, J=19.1, 19.1 Hz),
41.48 (t, J=3.9, 3.9 Hz) ppm m/z 324

RMN - 1H (DMSO-ds, 400 MHz): 5 = 9.89 (s, 1H), 8.59
(dd, 1H, J=7.0, 1.3 Hz), 8.28 (s, 1H), 7.83 (dd, 1H,
J=9.3, 1.2 Hz), 7.69 (qd, 1H, J=9.6, 9.6, 9.6, 5.2 Hz),
7.34 (ddd, 1H, J=9.2, 3.8, 2.2 Hz), 7.28 (ddd, 1H, J=9.3,
6.7, 1.1 Hz), 7.20 (td, 1H, J=6.9, 6.8, 1.3 Hz), 5.91 (s,
2H) ppm RMN - 13C (DMSO-ds, 101 MHz): 5 = 156.24
(d, J=246.8 Hz), 148.48 (ddd, J=251.7, 15.0, 7.8 Hz),
146.47 (dd, J=240.5, 11.8 Hz), 129.50, 126.86, 124.93,
124.24, 119.37 (dd, J=19.3, 10.3 Hz), 118.21, 117.72,
113.55, 112.21 (ddd, J=29.7, 7.9, 4.9 Hz), 112.03 (d,
J=36.9 Hz), 41.53 ppm m/z 342
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RMN — H (DMSO-ds, 400 MHz): & = 9.81 (s, 1H), 8.60
(dg, 1H, J=7.2, 1.1, 1.1, 1.1 Hz), 8.26 (s, 1H), 7.84 (dq,
1H, J=9.4, 1.1, 1.1, 1.1 Hz), 7.58 (ddd, 2H, J=8.7, 6.7,
3.1 Hz), 7.28 (ddd, 1H, J=9.3, 6.7, 1.0 Hz), 7.19 (td, 1H,
J=6.9, 6.9, 1.2 Hz), 5.75 (s, 2H) ppm RMN - 13C
(DMSO-ds, 101 MHz): & = 131.61 (d, J=8.0 Hz), 129.65,
126.87, 124.84, 124.49, 118.23, 117.49, 114.10 —
113.76 (m), 113.24, 51.56 ppm m/z 342

RMN —'H (DMSO-ds, 400 MHz): 5 =9.91 (d, 1H, J=1.8
Hz), 8.59 (dq, 1H, J=7.1, 1.1, 1.1, 1.1 Hz), 8.30 (s, 1H),
7.85 (dg, 1H, J=9.3, 1.1, 1.1, 1.1 Hz), 7.29 (ddd, 1H,
J=9.3, 6.7, 1.0 Hz), 7.21 (td, 1H, J=6.9, 6.9, 1.2 Hz),
5.99 (q, 5H, J=1.5, 1.5, 1.4 Hz) ppm RMN - 13C (DMSO-
ds, 101 MHz): & = 145.33 (d, J=249.1 Hz), 141.44 (d,
J=253.1 Hz), 137.16 (d, J=250.7 Hz), 129.43, 127.03,
124.98, 124.20, 118.23, 117.83, 113.61, 108.21 (t,
J=17.5, 17.5 Hz), 40.93 ppm m/z 377
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RMN - 'H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.06 (dt, 1H,
J=7.5, 1.1, 1.1 Hz), 7.43 — 7.27 (m, 5H), 7.21 (s, 1H),
7.15 (dt, 1H, J=9.2, 1.2, 1.2 Hz), 6.75 (ddd, 1H, J=9.3,
6.4, 1.0 Hz), 6.46 (ddd, 1H, J=7.6, 6.4, 1.2 Hz), 5.97 (s,
2H), 5.38 (s, 2H), 5.01 (s, 2H), 2.92 (p, 1H, J=7.0, 7.0,
7.0, 7.0 Hz), 1.98 (s, 3H), 1.21 (d, 6H, J=6.5 Hz) ppm
RMN — 13C (Chloroform-d, 101 MHz): & = 164.50,
137.49, 132.73, 130.71, 129.09, 128.33, 127.94,
122.74, 117.29, 114.02, 111.76, 108.98, 99.54, 55.59,
30.87, 22.90 (d, J=263.6 Hz), 18.84 ppm m/z 514

RMN - H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.05 (dq, 1H,
J=7.6,1.1,1.0,1.0Hz), 7.46 (td, 1H, J=7.7, 7.7, 1.8 HZ),
7.36 (tdd, 1H, J=7.5, 7.5, 5.4, 1.8 Hz), 7.22 — 7.02 (m,
4H), 6.73 (ddd, 1H, J=9.1, 6.4, 1.0 Hz), 6.46 (ddd, 1H,
J=7.6, 6.3, 1.3 Hz), 5.94 (d, 2H, J=25.6 Hz), 5.50 (d, 2H,
J=25.1 Hz), 5.22 (s, 2H), 2.96 (hept, 1H, J=7.0, 7.0, 6.9,
6.9, 6.9, 6.9 Hz), 2.01 (s, 3H), 1.24 (d, 6H, J=8.8 Hz)
ppm RMN — 3C (Chloroform-d, 101 MHz): & = 164.40,
161.04 (d, J=246.8 Hz), 132.73, 131.95 (d, J=3.7 Hz),
130.66 (d, J=8.3 Hz), 130.59, 125.06 (d, J=3.6 Hz),
123.67 (d, J=14.0 Hz), 122.69, 117.26, 115.63 (d,
J=21.4 Hz), 112.97, 111.82, 109.12, 99.68, 85.67 (d,
J=67.9 Hz), 83.05 (d, J=181.1 Hz), 49.84 (d, J=3.7 Hz),
30.89, 22.64 (d, J=209.6 Hz), 18.81 ppm m/z
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RMN - 'H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.05 (d, 1H,
J=7.5 Hz), 7.35 (td, 1H, J=7.9, 7.9, 5.8 Hz), 7.23 — 6.95
(m, 5H), 6.77 (dd, 1H, J=9.0, 6.5 Hz), 6.48 (ddd, 1H,
J=7.5, 6.4, 1.2 Hz), 5.99 (d, 2H, J=30.2 Hz), 5.40 (s, 2H),
5.07 (d, 2H, J=33.8 Hz), 2.92 (hept, 1H, J=7.5, 7.5, 7.5,
7.5, 7.2, 7.2 Hz), 1.98 (s, 3H), 1.22 (d, 6H, J=7.5 Hz)
ppm RMN — 3C (Chloroform-d, 101 MHz): & = 139.94
(d, J=7.7 Hz), 132.89, 130.78 (d, J=6.0 Hz), 130.69,
123.74 (d, J=2.7 Hz), 122.95, 117.31, 115.33 (d, J=20.8
Hz), 114.97 (d, J=22.4 Hz), 113.83, 111.92, 109.13,
99.53, 55.04, 30.90, 18.86 ppm m/z

RMN - H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.01 (dd, 1H,
J=7.5,1.1Hz), 7.32 (dd, 2H, J=8.5, 5.5 Hz), 7.14 (s, 1H),
7.11 (dt, 1H, J=9.3, 1.3, 1.3 Hz), 7.03 (t, 2H, J=8.6, 8.6
Hz), 6.71 (dd, 1H, J=9.2, 6.3 Hz), 6.44 (ddd, 1H, J=7.6,
6.3, 1.3 Hz), 5.92 (d, 2H, J=202.3 Hz), 5.40 (s, 2H), 5.07
(d, 2H, J=34.5 Hz), 2.91 (hept, 1H, J=7.0, 7.0, 7.0, 7.0,
7.0, 7.0 Hz), 1.96 (s, 3H), 1.20 (d, 6H, J=10.1 Hz) ppm
RMN - 13C (Chloroform-d, 101 MHz): 3 = 164.19, 162.69
(d, J=247.4 Hz), 132.97 (d, J=3.3 Hz), 132.74, 130.52,
130.18 (d, J=8.2 Hz), 122.69, 117.33, 115.90 (d, J=21.6
Hz), 113.71, 111.83, 109.17, 99.52, 85.47 (d, J=63.7
Hz), 82.97 (d, J=179.6 Hz), 54.67, 30.86, 22.59 (d,
J=194.6 Hz), 18.84 ppm m/z
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RMN - H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.01 (dd, 1H,
J=7.6, 1.1 Hz), 7.43 (tt, 1H, J=8.4, 8.4, 6.5, 6.5 Hz), 7.08
(dt, 1H, J=9.2, 1.3, 1.3 Hz), 7.03 (t, 2H, J=8.0, 8.0 Hz),
6.97 (s, 1H), 6.72 (dd, 1H, J=9.1, 6.5 Hz), 6.45 (ddd, 1H,
J=7.6, 6.3, 1.3 Hz), 5.86 (d, 2H, J=23.4 Hz), 5.61 (d, 2H,
J=68.5 Hz), 5.34 (d, 2H, J=50.7 Hz), 3.00 (hept, 1H,
J=6.9, 6.9, 6.9, 6.9, 6.9, 6.9 Hz), 2.02 (s, 3H), 1.25 (d,
6H, J=26.7 Hz) ppm RMN - 13C (Chloroform-d, 101
MHz): & = 164.50, 161.99 (dd, J=250.5, 7.4 Hz), 132.59,
131.50 (t, J=10.6, 10.6 Hz), 130.53, 122.58, 117.29,
112.28, 112.16 (d, J=13.5 Hz), 112.03, 111.85 (d,
J=11.3 Hz), 109.19, 99.91, 85.95 (d, J=126.0 Hz), 82.68
(d, J=197.0 Hz), 45.24 (t, J=3.7, 3.7 Hz), 30.89, 22.65
(d, J=300.6 Hz), 18.75 ppm m/z

RMN - H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.02 (dq, 1H,
J=7.5,1.0, 1.0, 1.0 Hz), 7.30 (td, 2H, J=9.2, 9.2, 5.1 Hz),
7.11 (dt, 1H, J=9.0, 1.3, 1.3 Hz), 6.99 (s, 1H), 6.76 (ddd,
1H, J=9.3, 6.4, 0.9 Hz), 6.48 (ddd, 1H, J=7.6, 6.4, 1.2
Hz), 5.92 (d, 2H, J=32.3 Hz), 5.61 (d, 2H, J=66.6 Hz),
5.35 (d, 2H, J=38.5 Hz), 3.01 (hept, 1H, J=7.0, 7.0, 7.0,
7.0, 7.0, 7.0 Hz), 2.03 (s, 3H), 1.26 (d, 6H, J=23.3 Hz)
ppm RMN - 3C (Chloroform-d, 101 MHz): & = 165.14,
132.79, 130.65, 122.88, 118.48 (d, J=18.3 Hz), 118.38
(d, J=18.6 Hz), 117.25, 111.96, 111.74, 109.34, 99.89,
86.05 (d, J=122.0 Hz), 82.75 (d, J=179.0 Hz), 45.44,
30.95, 22.67 (d, J=297.9 Hz), 18.82 ppm m/z
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RMN - 'H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 9.02 (d, 1H,
J=7.5 Hz), 7.13 (d, 1H, J=9.3 Hz), 7.13 (s, 1H), 7.05 (t,
2H, J=7.1, 7.1 Hz), 6.76 (dd, 1H, J=9.3, 6.3 Hz), 6.48 (t,
1H, J=6.8, 6.8 HZ), 5.44 (s, 4H), 5.13 (s, 2H), 2.92 (hept,
1H, J=7.6, 7.6, 7.6, 7.6, 7.0, 7.0 Hz), 1.97 (s, 3H), 1.22
(d, 3H, J=5.3 Hz), 1.21 (s, 3H) ppm RMN - 3C (Chloro-
form-d, 101 MHz): & = 165.21, 151.56 (d, J=251.4 Hz),
151.46 (d, J=251.0 Hz), 133.08, 130.55, 123.20, 117.29,
113.25, 112.88 (d, J=22.1 Hz), 112.17, 109.50, 99.55,
85.63, 83.02 (d, J=163.7 Hz), 54.27, 30.95, 22.60 (d,
J=160.9 Hz), 18.90 ppm m/z

RMN - H (Chloroform-d, 400 MHz): & = 8.96 (dq, 1H,
J=7.7,1.0,1.0,1.0Hz), 7.11 (dt, 1H, J=9.3, 1.2, 1.2 HZz),
6.95 (s, 1H), 6.76 (ddd, 1H, J=9.3, 6.3, 1.0 Hz), 6.48
(ddd, 1H, J=7.6, 6.4, 1.3 Hz), 5.93 (d, 2H, J=17.9 Hz),
5.60 (d, 2H, J=63.0 Hz), 5.32 (s, 2H), 2.99 (hept, 1H,
J=6.9, 6.9, 6.8, 6.8, 6.8, 6.8 Hz), 2.01 (s, 3H), 1.27 (d,
3H, J=13.4 Hz), 1.25 (d, 3H, J=18.1 Hz) ppm RMN — 13C
(Chloroform-d, 101 MHz): & = 165.57, 148.01 — 136.04
(m), 132.94, 130.49, 123.12, 117.31, 112.16, 111.44,
109.53, 99.71, 86.16 (d, J=132.9 Hz), 82.63 (d, J=140.1
Hz), 44.94, 30.94, 22.61 (d, J=288.9 Hz), 18.83 ppm m/z
604
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D. Miscelanea de Espectros de Resonancia Magnética Nuclear.
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D.7 Espectros de RMN — 'H (arriba) y RMN — 13C (abajo) de L — 7.
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