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Introduccion

1 Introduccion y antecedentes

En los ultimos afios, el disefio de nuevos complejos metalicos con aplicaciones
terapéuticas se ha convertido en un area en pleno desarrollo dentro de la Quimica de
Coordinacion, debido a la actividad como agentes antivirales y antitumorales® que
presentan algunos de ellos.

Actualmente el numero de compuestos metalicos de uso clinico en tratamientos
contra el cancer es muy limitado y solo tres compuestos de Pt (11) son utilizados como
farmacos anticancerigenos: [cis-diaminodicloroplatino (I1)] (cisplatino), [Figura 1.1.a]
[cis-diaminociclobutandicarboxilatoplatino  (I11)] (carboplatino) [Figura 1.1.b] vy

[(1R,2R-diaminociclohexano)oxalatoplatino (I1)] (oxalilplatino) [Figura 1.1.c].

@]
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HaN/ ¢l i E Yo o HaN- 00—}
H, @]
a)Cisplatino ¢)Oxalilplatino b) Carboplatino

Figura 1.1: Estructuras de drogas antitumorales de Pt, utilizadas actualmente.

La actividad bioldgica del cisplatino fue descubierta en 1960 por Rosenberg,
quien observd la capacidad de este derivado para inhibir la division celular de la
bacteria Escherichia Coli. Desde entonces, el cisplatino ha sido objeto de diferentes
estudios y se ha convertido en el primer complejo de transicion utilizado clinicamente
como medicamento antitumoral. En la actualidad se utiliza en el tratamiento, entre
otros, de tumores de testiculo y de ovario, linfomas, osteosarcomas y melanomas?3.

Sin embargo, el uso de estas drogas de Pt conlleva algunos problemas. Por un
lado, presentan elevada toxicidad, lo que provoca importantes efectos secundarios no

deseados®. Por otro lado, algunos tumores primarios son resistentes a estos
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Introduccion

medicamentos, o adquieren resistencia a ellos tras el tratamiento inicial® y son inactivos
frente a procesos de metastasis. Otro inconveniente es su baja solubilidad en agua, que
obliga a que su administracion sea solo posible por via intravenosa®.

Todas estas limitaciones provocan que el estudio de complejos de metales de
transicion diferentes al Pt con propiedades anticancerigenas’ se haya convertido en un
area de gran actividad en la investigacion quimica. En este sentido, el rutenio es uno de
los metales méas prometedores en esta area. Asi, el rutenio posee algunas ventajas sobre
otros metales a la hora de sintetizar compuestos con aplicaciones clinicas. Los
complejos de rutenio han sido utilizados anteriormente como inmunosupresores,
agentes antimicrobianos® y farmacos contra la malaria® Por una parte, bajo condiciones
fisioldgicas puede presentar distintos estados de oxidacion, (Ru(lIl), Ru(lll) y Ru(1V)),
lo cual puede ser relevante ya que la actividad anticancerigena de muchos complejos
depende del estado de oxidacién del metal. Ademas, su amplia quimica de coordinacion
facilita la variedad estructural, tanto en los indices de coordinacion como en la
geometria de los compuestos.

Otra de las caracteristicas que hace especialmente interesantes a los complejos de
rutenio es su capacidad para mimetizar el hierro. El rutenio se sirve de los mecanismos
de eliminacidn y transporte desarrollados en el organismo para el hierro, minimizando
asi su toxicidad. Por otro lado, el rutenio puede coordinarse a moléculas bioldgicas
como la albimina o la transferrina, lo que le permite actuar selectivamente sobre las
células cancerigenas, que presentan sobre-expresados los receptores de transferrinall.

En la actualidad un gran nimero de compuestos de rutenio ha mostrado actividad
antitumoral tanto in vitro como in vivo, y algunos estan en siendo objeto de ensayos

clinicos.
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Introduccion

En 1976 se describio el primer complejo de Ru(lll) con propiedades
antitumorales, [fac-Ru(NH3)sCls]*%. Desde entonces muchos complejos de Ru(lll) han
sido ensayados como agentes tumorales y dos de ellos, el complejo [trans-
[RUCl4(DMSO)(Im)][ImH] (Im = imidazol)] (NAMI-A) y el complejo [trans-
[RuCls(Ind)2][IndH] (In = indazol)] (KP1019), han superado la fase | de los ensayos
clinicos*®* [Figura 1.2]. EI NAMI-A inhibe la formacion de metéstasis en el pulmon®™
aunque no es activo frente a los tumores primarios, por lo que seria complementario al

cisplatino. EI KP1019 induce procesos de apoptosis en células de cancer colorrectal®®.
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Figura 1.2: Estructuras de complejos de Ru(l11) que han superado la fase 1 de los
ensayos clinicos.

Los estudios realizados con estos compuestos ha sugerido que los compuestos de
Ru(ll) son activados por reduccion in vivo a Ru(ll), el cual se coordina con mayor
rapidez a biomoléculas'’ debido a la mayor labilidad del enlace Ru(l1)-CI*%. En las
células tumorales la concentracion de oxigeno es menor y el pH es mas acido que en los
tejidos normales, y la reduccion de Ru(ll)/Ru(ll) estd favorecidal’. Esto condujo a
investigar la actividad anticancerigena de los complejos de Ru(ll), que ha sido estudiada
en numerosos compuestos’ durante los Gltimos 30 afios.

Entre los compuestos de Ru(ll) que presentan mayor actividad anticancerigena se

encuentran complejos con ligandos polipiridina, poliaminocarboxilato, dimetilsulfoxido,
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Introduccion

arilazopiridina y areno. De todos ellos, los complejos semisandwich areno Ru(ll) son
especialmente activos y versatiles.

Uno de los primeros complejos de Ru(Il) que fue estudiado biolégicamente fue el
complejo con ligando areno [RuCla(n8-benceno)(DMSO)]*°. Este complejo inhibe la
topoisomerasa 11, uno de los enzimas clave en la replicacion del ADN.

El grupo del profesor Sadler ha desarrollado complejos semi-sandwich del tipo
[(n®-areno)Ru(chel)X]*, donde chel es tipicamente un ligando quelato diamino®,
[Figura 1.3] que presentan citotoxicidad in vitro e in vivo comparable a la del
cisplatino. Un mecanismo potencial para la activacion de estos derivados comienza con
la hidrdlisis del enlace Ru-X, generando la especie activa Ru-OHz. A continuacién, el
ligando agua es facilmente desplazado por las biomoléculas. Esta hipotesis explica la
dependencia de la actividad bioldgica de estos compuestos con el pH, ya que para
valores de pH mayores que pKa la especie predominante sera Ru-OH, menos reactiva.
De esta forma, para aductos acuosos con valores de pKas algo mayores que 7 se

aseguraria que la especie activa predomine a pHs fisioldgicos (7.2-7.4).

\\‘.Ru\
NHy | ~cCl
NH.,,

Figura 1.3: Ejemplo representativo de los compuestos semisandwich Ru (I1)-
areno

Si bien el mecanismo final se desconoce, se sabe que la citotoxicidad y la
actividad in vivo de estos compuestos dependen, tanto de la naturaleza del ligando
quelato, como de la del areno.

Algunos estudios realizados con compuestos de Ru sugieren que el Ru se une al

ADN principalmente a través del N (7) de la guanina®’. A parte de esta interaccion
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Introduccion

principal, Ru-N (base nucleica), la interaccion con el ADN se ve favorecida por enlaces
de hidrogeno entre oxigenos de la base nucleica y el NH del quelato, y por interacciones
hidrofdbicas simultaneas del tipo n-n stacking entre la base y el ligando aromatico?.
Otra familia de complejos Ru-areno con actividad anticancerigena es la de los
complejos RAPTA (Rutenio Areno PTA) desarrollados por el grupo de Dyson®
[Figura 1.4.b]. Estos complejos de rutenio (Il) se caracterizan por su estructura semi-
sandwich formada por un ligando n®-areno y, al menos, una fosfina soluble en agua
(1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo [3.3.1.1]decano) (PTA) [Figura 1.4.a], coordinados al
centro metalico. La coordinacion de la PTA tiene como objetivo principal el aumento de

la solubilidad y la estabilidad de los compuestos en condiciones fisioldgicas.

Figura 1.4. Fosfina PTA (a) y ejemplo representativo de los complejos RAPTA (b).

La fosfina PTA fue descrita por primera vez en 1974, por Daigle y col?*. Se trata
de un compuesto sélido a temperatura ambiente y estable al aire. Esta fosfina presenta
un angulo coénico pequefio en comparacion con otras fosfinas arilicas o alquilicas, 103°
26 frente a 118° (PMes), 145° (PPhs) o 170° (PCys). Su solubilidad en agua a
temperatura ambiente? se atribuye a la formacion de puentes de hidrégeno N-H con las
moléculas de agua.

Los compuestos RAPTA son, normalmente, estables al aire y solubles en agua %’

y tanto los enlaces areno-Ru como los fosfina-Ru son generalmente estables. En
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Introduccion

general, los complejos RAPTA son débilmente citotoxicos in vitro, pero muestran alta
actividad antimetastatica selectiva in vivo. Estudios realizados con el complejo RAPTA-
C, RUClz(n®-C1oH14)(PTA), demostraron que su capacidad de interaccion con el ADN
es dependiente del pHZ. De este modo se observd que, mientras que a pH >7 apenas se
dafaba el ADN, a pH <7 era frecuente encontrar dafios. Esta dependencia del pH es la
responsable de la selectividad de estos complejos, que inhiben el crecimiento de las
celulas cancerigenas sin afectar a las células sanas. Esto se explica teniendo en cuenta
que el pH en las células sanas es cercano a 7.2, mientras que las tumorales presentan un
pH mas bajo (6.8) debido a los cambios de metabolismo experimentados como
consecuencia de los rapidos procesos de division celular. Estudios realizados con
complejos RAPTA han probado que la hidrdlisis de los ligandos CI no es un paso
imprescindible en la activacion de estos compuestos, ya que pruebas realizadas con
complejos sin tendencia a la acuacion, con ligandos diferentes al CI (oxalatos
bidentados y dicarboxilatos), presentan citotoxicidades equiparables?®. Una explicacion
plausible es que la protonacion de la PTA, que se produce a pH é&cido, provoque la

activacion del complejo y sea responsable de la citotoxicidad. [Figura 1.5]

—o< oo X e <

] 24 ! 24
wRu ——— wRu awRu —_—
CIM™™ o~ — HO MM = H,0 e p—— DNA damage
P” N —2CI 3 N { PCN —
Cl N H.0 N +H* HO (N
Ny N '_FN\;

Figura 1.5: Protonacion de la PTA, en compuestos RAPTA.

Estos compuestos exhiben mayor afinidad por moléculas proteicas que por el
ADN, debido a las propiedades hidrofébicas del areno. Asi, se cree que interaccionan
con proteinas clave involucradas en el ciclo celular y alteran su expresion y actividad, lo
que lleva finalmente a la apoptosis. Los ligandos coordinados al centro metélico

permiten modular la actividad biologica de estos compuestos, por lo que se han llevado

15



Introduccion

a cabo diversos estudios modificandolos. Por ejemplo, la presencia de una segunda
fosfina con propiedades hidrofobicas, como PPhz, incrementa la citotoxicidad de los
compuestos %°.

Se ha comprobado que el tratamiento de PTA con electréfilos, por ejemplo
metilos?®® o carboxilatos®, que se unen a sus aomos de N [Figura 1.6] incrementa la
toxicidad de los compuestos. Asi, los compuestos con 1-Me-PTA son mas toxicos que
los analogos con PTA, pero menos selectivos a la hora de discriminar entre células

sanas y tumorales?®®.

0
- Me
PFas P
P” N F° N
Q““ N> Q“ﬁfhp
‘j’N“‘f R
DAPTA 1-Me-PTA

Figura 1.6: Ejemplos de fosfinas adamantano

La busqueda de nuevos compuestos mas activos y selectivos conduce a nuevas
lineas de investigacién. Asi, una linea activa es, por ejemplo, la que busca una
combinacion entre los compuestos Ru-areno y la estructura del complejo NAMI-A, para
lo que se incorpora al complejo semi-sandwich un ligando imidazol®! u otros ligandos
nitrogenados similares®222%, Las citotoxicidades obtenidas para estos compuestos son
similares a las de los complejos RAPTA frente a las células cancerigenas® [Figura

1.7].
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Figura 1.7: Ejemplos de los complejos Ru(Il)-areno con ligandos tipo imidazol.

Otra opcion es la de introducir en estos complejos un grupo bioldgicamente
activo [Figura 1.8]. Un ejemplo son los complejos sintetizados por el grupo de
Dyson®, que consiguen anclar naftalimidas al complejo organometalico ya por medio
de un grupo imidazol [Figura 1.8.b] o a través del areno [Figura 1.8.a]. EI compuesto
resultante es capaz de interaccionar tanto con las proteinas (por parte del centro

metalico) como con el ADN, (por parte de las naftalimidas).

Biologically Active
Organic Group

Biologically Active
Organic Group

Figura 1.8: Dos propuestas para la union de grupos organicos biolégicamente

activos a complejos Ru(lIl)-areno
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Introduccion

Estas tendencias parecen sefialar que la presencia de grupos nitrogeno-dadores en
el entorno de coordinacion del metal favorece la interaccién de los complejos de Ru con

las biomoléculas, incrementando sus propiedades antitumorales.

Nuestro grupo de investigacion estudia la sintesis y reactividad de complejos
semisandwich de rutenio (I1) con ligandos fosfina y distintos ligandos auxiliares, como
por ejemplo indenilo, p-cimeno o tris(pirazolil)borato (Tp)3-3%37. En el caso de
complejos con esqueletos tipo TpRu(PTA)*® y Ru(pybox)® se ha estudiado su
capacidad de interaccion con el ADN y sus propiedades antitumorales. En este sentido,
los complejos [RuCH{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)][CF3SO03] y [Ru{x*(N,N,N)-
Tp}(NCMe)(PPhz)(PTA)][PFe], entre otros, resultaron muy interesantes, presentando
citotoxicidades frente a diferentes lineas tumorales del orden de la doxorrubicina
(farmaco antitumoral utilizado en la actualidad). Dado el alto interés en introducir
ligandos N-dadores en complejos con actividad antitumoral, en este trabajo nos
proponemos la sintesis de complejos TpRu(PTA)(N-dadores).

El ligando Tp o {HB(pz)s:} [Figura 1.9] fue descrito por primera vez por
Trofimenko* en 1966. Este ligando, de la familia de los escorpionato, se ha utilizado en
la sintesis de maltiples y muy variados complejos con diferentes metales. Entre ellos,

los complejos de rutenio son de los mas frecuentes®.

y e

Q'

Figura 1.9: Ligando Tp
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Introduccion

Este ligando se puede comparar con el ligando n?°-ciclopentadienilo (Cp), ya que
ambos son ligandos anidnicos de seis electrones y que ocupan tres posiciones de
coordinacion en torno al centro metélico. Sin embargo, existen diferencias en tamafios y
propiedades electronicas. Destaca especialmente el diferente dngulo conico, siendo de

180° para el Tp frente a los 100° para el ligando Cp*2.
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Introduccion

1.1 OBJETIVOS

Basandonos en los resultados obtenidos por nuestro grupo Yy la investigacion con
ligandos N-dadores nos planteamos como objetivo de este trabajo la sintesis de nuevos
complejos de Ru(ll) con ligandos N-dadores que puedan presentar mayor actividad
bioldgica que la de los compuestos con P-dadores ya estudiados en nuestro grupo.

Asi, en la presente Memoria, se aborda:

a) Sintesis de nuevos precursores de Ru(ll)-Tp con ligandos N-dadores

bidentados.

b) Sintesis de complejos de Ru(Il)-Tp con ligandos N-dadores bidentados y una

fosfina PTA, que mejore su solubilidad en agua.

c) Sintesis de complejos semisandwich del tipo [Ru(Tp)(PPh3)(PTA)N], que

presentan en la esfera de coordinacion del Ru una fosfina PTA, hidrofilica,
una fosfina PPhs hidrofobica y ligandos nitrogenados monodentados (N).

d) Estudio bioldgico de los compuestos sintetizados.

20
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Discusion de resultados

2 Discusioén de resultados
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Discusion de resultados

2.1 SINTESIS DE COMPLEJOS

HIDRUROTRIS(PIRAZOLIL)BORATO DE RUTENIO (II)

En la discusion de datos de RMN de proton y carbono-13 se utilizara para el ligando

hidrurotris(pirazolil)borato (Tp) la numeracion de atomos recogida en la Figura 2.1.

H
\
B_
3

o0
-.\__.N / N-=
Ru

Figura 2.1: Numeracion del Tp

2.1.1 Sintesis y caracterizacion del complejo [RuCIH{x® (N,N,N)-Tp}(en)] (1)

La reaccion del complejo [RuCI{x®}(N,N,N)-Tp}(COD)] con un exceso de
etilendiamina (NH2CH2CH2NH>), en tolueno a temperatura de reflujo, durante dos
horas y media, conduce a la formacion del complejo [RuCH{x3(N,N,N)-Tp}(en)] (1), con

un rendimiento del 60% (Esquema 2.1).

H H
\B \B

A \' /\ ‘“N/NI'F:\;"/N'/\

a 'kj 0 o0
AR < en ENNE
L o _Ru_

tolueno, ref. EL
< 1 CI .k__x/th

Esquema 2.1

El complejo 1 es un sélido marrén estable al aire, soluble en diclorometano y
tolueno, e insoluble en éter dietilico y en hexano.
El espectro de IR muestra una sefial de intensidad media a 2465 cm™, que

corresponde a la vibracion de tension del enlace B-H del ligando Tp.
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En el espectro de RMN de proton del compuesto 1 las sefiales de los hidrégenos
correspondientes al ligando Tp aparecen entre 8.18 y 6.23 ppm [Figura 2.1]. Asi, se
observan cuatro dobletes para los hidrgenos H*® a § = 8.18, 8.05, 7.75 y 7.62 ppm, y
un multiplete a & = 6.23 ppm para los tres hidrdgenos H* Las demas sefiales
corresponden a los hidrogenos de la etilendiamina coordinada al centro metalico.
Aparecen como tres sefiales anchas, dos para los grupos CHz, a 6 = 3.34 y 3.01 ppm, y
la tercera y méas ancha a & = 1.91 ppm para los hidrogenos de los grupos NHo.

No se ha podido obtener una muestra analiticamente pura del compuesto, ya que
descompone durante la purificacion.

2.1.2. Sintesis y caracterizacion de complejos [RUCHk® (N,N,N)-Tp}(N-N)] [N-N =
phen (2), 2,2"-bipy (3)].

Cuando el complejo [RuCH{i®}(N,N,N)-Tp}(COD)] se hace reaccionar con un
exceso del ligando N-N correspondiente ([phen, C12HsN2 (2)],[2,2"-bipy, C1o0HsN2 (3)])
en DMF a temperatura de reflujo del disolvente, a la media hora se puede apreciar que
la disolucion ha tomado un color morado. Transcurridas dos horas, la reaccion se ha
completado y los complejos [RuCl{i*(N,N,N)-Tp}(N-N)] (N-N = phen (2), 2,2 -bipy

(3)) se obtienen con un rendimiento del 88% (2) y 80% (3), respectivamente.

H H
\ \
B
4
/’\ Ifﬁ\/ Nf/} N-N (\IN/T{/:/\‘\ rf':/\\l\
\\;"N // N _ \\_/ N'\J] N‘{
\h\\Ru = TN

‘ DME, ref. _Ru___

N™ Cl
{ i// N

N-N: phen (2), 2,2"-bipy (3)

Esquema 2.2
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El compuesto 2 se aisla como un solido morado y el complejo 3 como un solido
color granate-violaceo, ambos son estables al aire, solubles en diclorometano y tolueno
e insolubles en hexano y éter.

Estos compuestos pueden ser obtenidos en tolueno, pero los rendimientos son
considerablemente mas bajos.

Los espectros de IR confirman la presencia del ligando Tp, ya que a 2480 cm™
para el compuesto 2 y 2479 cm™ para el compuesto 3 se puede observar la banda tipica
para la vibracion de tension del enlace B-H.

Tanto el espectro de resonancia de proton del complejo 2 como el del complejo 3
muestran el mismo patron de sefiales para el ligando Tp, apareciendo todas ellas entre
8.25y 5.6 ppms. Las sefiales para H*® se observan como dos dobletes correspondientes
a 2H a desplazamientos 6 = 8.25 y 7.93 ppm (2), 6 = 8.17 y 7.81 ppm (3) y un triplete
aparente a & = 6.48 ppm (2), 6.39 ppm (3). Las sefiales para los hidrogenos H* se
observana é =7.72,5.79 y 5.70 ppm (2), 7.25, 5.93 y 5.88 ppm (3).

Los espectros de protdén de los complejos 2 y 3 muestran también las sefiales
correspondientes a los ligandos N-dadores. Asi, en el espectro de proton del compuesto
2 las sefales correspondientes a los hidrogenos de la fenantrolina coordinada al centro
metalico se presentan en la zona de los aromaticos, entre 9.24 y 7.70 ppm, como cuatro
sefiales, cada una de ellas para 2H, dos dobletes aparentes a 6 = 9.24 y 8.33 ppm, un
singulete a 6 = 8.09 ppm, y un multiplete a 6 = 7.70 ppm.

El espectro de proton del complejo 3 muestra tres sefiales, en el rango de 8.86-
7.61 ppm, que reflejan los hidrogenos de la bipiridina. Dos dobletes a 6 = 8.86 y 8.23
ppm, que integran para 2H cada uno, y un multiplete a 6 = 7.70 ppm, que integra para

4H.
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En los espectros de carbono-13 de ambos productos las sefiales de los carbonos
del ligando Tp también aparecen con el mismo patrén, entre 144 y 105 ppm. Se
observan 6 sefiales singulete, a 6 = 144.4, 135.7 y 106.7 ppm para el compuesto 2,
144.1, 135.4 y 106.6 ppm para el compuesto 3y a 6 =139.7, 123.5 y 105.0 ppm para el
compuesto 2, 140.1, 127.3 y 105.4 ppm para el compuesto 3, correspondientes a los
carbonos C3° y C* respectivamente.

Ademas en el espectro de *C{*H} del complejo 2, se pueden observar seis sefiales
singulete, que pertenecen a la fenantrolina coordinada, cada una de ellas para 2C, a 6 =
153.4, 136.1, 130.1, 128.8 y 127.3 ppm.

Las sefiales de la bipiridina coordinada aparecen, en el espectro de *C{*H} del
complejo 3, como 5 sefales singulete, cada una correspondiente a 2C, a
desplazamientos 6 = 153.5, 151.4, 133.2, 124.3 y 122.0 ppm.

Esta reaccion se llevd a cabo utilizando otros ligandos monodentados N-dadores
con implicaciones biologicas. Se utiliz6 adenina, 7-aminoflavona y 7-amino-2-
metilcromona. Sin embargo, estas pruebas fueron infructuosas, ya que en ningln caso se
obtuvieron los productos deseados.

Para estudiar su actividad biol6gica también se prepar6 el compuesto
[RUCI{x®(N,N,N)-Tp}(tmeda)] (10), que ya habia sido obtenido anteriormente y descrito
en la bibliografia®.

Ya que nuestra intencion es estudiar la actividad biolégica de los complejos
sintetizados y los ensayos se llevan a cabo en medios acuosos a pHs fisiologicos, es
importante tener en cuenta la solubilidad de los compuestos en agua, puesto que es un
factor imprescindible para realizar las pruebas bioldgicas. Las solubilidades de los

compuestos obtenidos, se recogen en la Tabla 2.1
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Compuesto Solubilidad (H20, 20°C)(mg/ml)
[RUCI{x3(N,N,N)-Tp}(en)] (1) 2.4
[RUCI{x3(N,N,N)-Tp}(phen)] (2) 0.2
[RUCI{i(N,N,N)-Tp}(2,2"-bipy)] (3) 0.7
[RUCI{x3(N,N,N)-Tp}(tmda)] (10) 1.4

Tabla 2.1: Solubilidad en agua, a 20°C, de los compuestos preparados

Como se puede observar, las solubilidades son bajas, especialmente las de los
complejos con bipiridina y fenantrolina. Para aumentar la solubilidad de los complejos
se considerd la introduccién de ligandos hidrosolubles utilizando un abstractor de
halogenuros. Asi, se ensayaron diversas reacciones para introducir las fosfinas
hidrosolubles PTA y TPPMS (3-difenilfosfinobencenosulfonato de sodio) en los
complejos sintetizados.

Los intentos de coordinar la fosfina TPPMS a los complejos 2, 3 y 10 en
presencia de un abstractor de halogenuros no dieron resultado, en el caso del complejo 2
por dar lugar a una mezcla de productos y en el caso de los complejos 3 y 10 porque no
hubo reaccidn. La reaccion para introducir el ligando fosfina PTA en el complejo 10

tampoco tuvo lugar.

2.1.3. Sintesis y caracterizacion de los complejos [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(N-
N)(PTA)][PFs] [N-N = phen (4), 2,2 -bipy (5)].

Al hacer reaccionar los complejos [RuCI{i3(N,N,N)-Tp}(N-N)] [N-N = phen (2), 2,2"-
bipy (3)] con la fosfina PTA y un exceso de NaPFs, que actia como abstractor de
cloruros, durante 6 h. en metanol a temperatura de reflujo, se obtienen los complejos
[Ru{3(N,N,N)-Tp}(N-N)(PTA)][PFs] [N-N = phen (4), 2,2°-bipy (5)], con

rendimientos del 74 y el 75% respectivamente.
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Esquema 2.3

Los compuestos 4 y 5 se obtienen como sélidos marrdn solubles en diclorometano
y metanol, e insolubles en hexano y éter.

Los espectros de IR presentan la banda de tension del enlace B-H del ligando Tp
a 2482 (4) y 2479 (5) cm™ respectivamente.

En el espectro de fosforo-31 de ambos complejos, se observa una sefial singulete a

6 =-31.6 (4), -32.0 ppm (5), correspondiente a la PTA, asi como un septuplete centrado

en & = -143.8 ppm (4), -144.5 ppm (5) que pertenece al [PFs] , que actlia como contra
anion del complejo cationico.

Los espectros de protdn se pone de manifiesto la presencia de la PTA por las
sefiales de los hidrogenos NCH:zN, que aparecen como dos dobletes de un sistema AB
de segundo orden, cada uno para 3H, a 6 = 4.36 y 4.15 ppm (4), 8 = 4.45 y 4.33 ppm
(5), con constantes de acoplamiento del orden de 13 Hz. Asi mismo, los hidrdgenos
NCH.P, aparecen como una Unica sefial singulete a 6 =3.39 ppm (4), 3.52 ppm (5), para
6H. El resto de las sefiales aparecen en la zona de los aromaticos y son similares a las de
los compuestos de partida 2 y 3.

En los espectros de carbono-13, las sefales de la PTA coordinada aparecen como
dos dobletes a § = 73.0 (4) y 73.3 (5) ppm, con 3Jcp=6 para los carbonos NCHzN, ya §

=50.2 (4) y 50.4 (5) ppm, para los carbonos NCH2P, con constantes de acoplamiento
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del orden de Jcp=14 Hz. Las demas sefiales de los espectros de *C{*H} son aromaticas

y con patrones parecidos a los de los complejos iniciales, (2) y (3).

Una vez obtenidos los compuestos, se midié su solubilidad en agua a 20°C, los
datos se recogen en la Tabla 2.2. Como se puede observar comparando los datos de la
tabla 2.2 con los de la tabla 2.1, la solubilidad de los compuestos con fenantrolina y

bipiridina aumentd notablemente al coordinarse la fosfina PTA, tal y como se esperaba.

Compuesto Solubilidad (Hz20, 20°C)(mg/ml)
[RUCI{x® (N,N,N)-Tp}(phen)(PTA)] (4) 1.3
[RuCl{x (N,N,N)-Tp}(2,2"-bipy)(PTA)] (5) 1.9
Tabla 2.2

Dada la influencia de los ligandos coordinados al centro metalico sobre la
actividad biologica de los complejos organometalicos, y puesto que algunos estudios
indican que ligandos hidrofdbicos, como PPhs, aumentan la actividad antitumoral?®,
decidimos sintetizar complejos que presentasen en la esfera de coordinacion del rutenio
un ligando hidréfilo, PTA, un ligando hidrofobo PPhz y un ligando N-dador
monodentado. Para ello, se utiliz6 como compuesto de partida el complejo

[RUCI{ic(N,N,N)-Tp}(PPh3)(PTA)].

2.14 Sintesis y caracterizacion de complejo [Ru{x3(N,N,N)-
Tp}PPh3)(PTA)(L)][PFs] [L = N-dadores = py (6), quinolina (7)].

La reaccion del complejo [RuCI{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)] con un exceso de
NaPFe (abstractor de cloruros) y un exceso del ligando N-dador monodentado

correspondiente [L = py (6), quinolina (7)], en MeOH a temperatura de reflujo, durante
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6 h. conduce a la formacion de los complejos [Ru{i}(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(L)] [L =

py (6), quinolina (7)] con rendimientos del 90% y 74% respectivamente.
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L: py (6), quinolina (7)
Esquema 2.4

Los compuestos 6 y 7 se obtienen como un sélido blanco amarillento y un sélido
amarillo anaranjado, respectivamente. Son solubles en diclorometano y THF e
insolubles en hexano y éter.

Los espectros de IR de estos compuestos muestran la banda de tension del enlace
B-H del ligando Tp a 2486 cm™ (6) y 2483 cm™ (7).
En los especros de fosforo-31 de ambos complejos se pueden observar dos dobletes
debido al acoplamiento entre los dos atomos de fésforo presentes en la molécula. En la
region a campos altos a 6 = -43.8 (6) y -24.2 (7) ppm aparece la sefial de fosforo de la
fosfina PTA, mientras que la sefial del atomo de fosforo del ligando PPhs aparece
mucho méas desapantallado, a 41.3 ppm, para ambos complejos. La constante de

acoplamiento entre los fosforos tiene, en ambos casos, un valor de 2Jpp = 30 Hz.

Ademas, aparece el septuplete correspondiente al anion [PFs] centrado en § = -144.3
(6) y -145.8 ppm (7) respectivamente.

Los espectros de protén de ambos compuestos presentan un patron de sefiales para
el Tp similares a las de los compuestos anteriormente descritos. En la zona de

aromaticos aparecen las sefiales debidas a la PPhs, en el rango & = 7.48-7.22 ppm (6), 6
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= 7.53-7.12 ppm (7) y las sefiales de los ligandos N-dadores. Las sefiales de los
hidrogenos de la piridina aparecen en el espectro de proton del compuesto 6, como tres
sefiales: un singulete ancho 6 = 8.10 ppm, y dos dobletes a & = 7.97 y 7.89 ppm. Las
sefiales debidas a los hidrogenos de la quinolina aparecen, en el espectro del compuesto
7, como un singulete ancho a & = 8.89 ppm y un multiplete entre & = 8.28 — 7.87 ppm.

Las sefiales de la PTA coordinada se observan como dos dobletes de un sistema
de spin AB de segundo orden, para los hidrogenos NCHzN, cada uno para 3H, a 6 =
446y 4.23 ppm (6), 6 = 4.74 y 4.52 ppm (7), con constantes de acoplamiento del orden
de 13 Hz. Los hidrogenos NCH2P aparecen, esta vez, como otros dos dobletes de un
sistema de spin CD, cada uno para 3H a & = 3.44 y 3.30 ppm (6), 6 = 4.09 y 3.89 ppm
(7), con constantes de acoplamiento del orden de 14 Hz.

El espectros de carbono-13 del complejo 6 muestra, para los carbonos del ligando
Tp, 9 sefiales distintas, cada una para 1C, & = 147.7, 145.2 y 144.4 ppm (C*°), & =
137.9, 137.2 y 136.9 ppm (C*°) y & = 108.5, 108.1 y 106.8 ppm (3C, C*). Las sefales
pertenecientes a los carbonos de la piridina aparecen como tres singuletes, dos de ellos
para 2C 6 = 149.3 y 125.6 ppm, y uno para 1C a & = 140.7 ppm. Las sefiales de los
carbonos de la PPhs aparecen como cuatro sefiales, una de ellas como un doblete debido
al acoplamiento C-P, con una constante de acoplamiento del orden de 3Jcp = 9Hz, § =
136.2 (3C), 133.8 (d, 6C), 130.2 ppm (3C), 128.5 (3C cuat.). Las sefiales de la PTA
coordinada aparecen también como dobletes, a § = 71.13 ppm, para NCH2N, con 3Jcp =
6 Hz, y a 6 = 48.6 ppm, para NCH2P, con Jcp = 13 Hz.

Para el compuesto 7 no se pudo obtener un espectro fiable de carbono-13, debido
a su limitada estabilidad en disolventes clorados.

Con el fin de realizar estudios biologicos de los complejos obtenidos se midio su

solubilidad en agua a 20°C. Los resultados se pueden observar en la Tabla 2.3.
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Compuesto Solubilidad (H20, 20°C)(mg/ml)
[Ru {ic* (N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(py)] (6) 2.3
[Ru{x®(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(quinolina)] (7) 1.0
Tabla 2.3

Las solubilidades de estos complejos son similares a las de los complejos (4) y (5)

con PTA descritos anteriormente.

Al igual que en el caso de la reaccién para dar los compuestos 2 y 3, esta reaccion
se intentd también con ligandos N-dadores con implicaciones bioldgicas, como la
adenina, la 7-amino-2-metilcromona, la 7 y la 6-aminoflavona, pero no se encontraron

las condiciones Optimas para obtener los productos buscados.

Por dltimo, para estudiar los efectos que podrian tener las modificaciones en la
fosfina PTA en estos derivados, se realizo la metilacion de uno de los N de dicha fosfina

en estos mismos complejos.

2.1.5 Sintesis y caracterizacion de complejos [Ru{k®(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-
PTA)(L)][PFs¢]2 [L = py (8), quinolina (9)].

La reaccion de los complejos [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(L)] [L = N-dadores
= py (6), quinolina (7)] con un exceso de iodometano en DCM (6) o THF (7) durante
tres dias y a temperatura ambiente, conduce respectivamente a los complejos
[Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(L)]** [L = py (8), quinolina (9)]. La adici6n a la
mezcla de reaccion de NaPFe permite aislar los compuestos como las sales de

hexafluorofosfato con rendimientos del 65 y el 45% respectivamente.
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Esquema 2.5

El complejo 8 se aisla como un solido de color pardo y el 9 como un sélido verde
amarillento, ambos son solubles en DCM y en THF, e insolubles en hexano.

Los espectros de IR muestran la banda de tensién del enlace B-H del ligando Tp a
2486 (8) y 2484 (9) cm™ respectivamente.

La cuaternizacion de uno de los dtomos de nitrégeno de la fosfina PTA en los
complejos 6 y 7 da lugar a cambios muy significativos en el patron de sefiales
correspondientes a los &tomos de este ligando en los espectros de fésforo-31, proton y
carbono-13.

Los espectros de fésforo-31 presentan dos dobletes, 6 = 37.8 (8) y 40.7 (9) ppm
(PPh3), a desplazamientos similares a los de los productos sin metilar, y 6 = -24.74 (8)
y -13.5 (9) ppm (PTA), que muestran un desapantallamiento considerable respecto a las
sefiales de los productos de partida (-43.8 (6) y -24.2 (7) ppm), como es tipico en estos
procesos®. Las constantes de acoplamiento tienen valores de 2Jpp = 30 Hz. También se
observa el septuplete debido al PFs centrado a 8 = -143.3 ppm (8), & = -144.3 ppm (9).

Por otra parte, ademas de estos efectos electronicos, la metilacion de la fosfina
PTA rompe la simetria de este ligando. Debido a ello, los espectros de proton y
carbono-13 presentan patrones mas complicados, como consecuencia de la

inequivalencia magnética de los nucleos presentes.
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En los espectros de proton de los compuestos 8 y 9 los hidrogenos de la 1-Me-
PTA se encuentran en el intervalo 5.08-3.04, y aparecen como una sucesion de
multipletes. La sefial singulete para los hidrogenos del grupo metilo aparecen a 6 = 2.67
(8) y 2.66 (9) ppm.
En los espectros de carbono-13 las sefales correspondientes a la 1-Me-PTA entre 80.5 y
46.7 ppm. Los carbonos de los grupos NCH2N aparecen como dos singuletes a 6 = 80.5
y 69.6 (8) ppmy 78.6 y 70.2 (9) ppm y 69.6 ppm. Los carbonos NCH2P aparecen como
singuletes anchos a 6 = 46.9 y 46.7 (8) y 48.2 y 46.9 (9) ppm. El carbono CH3NCHzP
sale a  =55.2 (8) y 57.7 (9) ppm. El carbono del grupo metilo se observa a 6 =49.4 (8)
y 51.8 (9) ppm.

Para poder realizar los estudios bioldgicos de estos compuestos, se midio su

solubilidad en agua a 20°C, los datos obtenidos se recogen en la Tabla 2.4.

Solubilidad (H20,
Compuesto
20°C)(mg/ml)
[Ru{x® (N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(py)][PFs]2 (8) 1.2
[Ru{ic® (N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(quinolina)] [PFs]2 (9) 1.7

Tabla 2.4
Como se puede apreciar en la tabla, las solubilidades de estos complejos son del
mismo orden que las de los complejos de partida (Tabla 2.3). Sin embargo, la variacién
depende del complejo, observandose para el complejo con piridina (6) una disminucion
de la solubilidad al metilar la PTA, mientras para el compuesto con quinolina (7) se

observa un incremento.
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2.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.2.1. Interaccion con el ADN, estudio del retardo de la movilidad en gel de un
plasmido

Los cambios en la movilidad de un plasmido de ADN a través de un gel de
agarosa, tras ser sometido a un proceso de electroforesis, permiten evaluar la interaccién
con el ADN de un compuesto de coordinacién, ya que un retardo en la migracion del
plasmido, previamente incubado con un complejo metalico, puede ser interpretado
como una evidencia directa de esta interaccion.

En este contexto, siguiendo el protocolo descrito en la Parte Experimental, se
Ilevd a cabo el estudio de la interaccidn con el plasmido pBR322 (4361 pares de bases)
de los complejos anteriormente descritos.

Para cada complejo evaluado, se prepararon una serie de disoluciones de diferente
concentracion, que fueron incubadas frente a una concentracion constante de plasmido
en una disolucién tampon fosfato 10 mM a pH 7.0, durante 24h a 37°C. Cada muestra
fue analizada por ectroforesis en gel, la fotografia del gel obtenido para los compuestos
1-10 se pueden observar en la Figura 2.1.

En la parte superior de cada gel de la Figura 2.1 se encuentra la concentracion de
complejo en cada calle, expresadas en mM.

Como se observa en la figura, solo los complejos 1, 7, 8 y 9 muestran un retardo
en la movilidad del plasmido, reflejando interaccion con el ADN. Estos complejos
Unicamente muestran un retardo a las concentraciones mas altas. El resto de los
complejos no interaccionan con el ADN, pero podria deberse a la baja solubilidad que
presentan en agua. Cabe destacar que la interaccion de los compuestos con el ADN no

depende exclusivamente de su solubilidad, porque, como se puede apreciar en las
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fotografias, el complejo 6 no modifica la movilidad del plasmido, mientras que

complejos como el 7 o el 9, menos solubles, si lo hacen.
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Figura 2.1: Ensayos de retardo de la movilidad electroforética del plasmido pBR322
por los complejos 1-10. En la parte superior de cada gel se muestran las concentraciones
de complejo empleadas en cada caso (Mm). C es una muestra control de plasmido sin

complejo de rutenio.
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El mecanismo propuesto para la activacion de los compuestos de platino se basa
en la interaccién con el ADN. En el caso de los complejos Ru-areno los mecanismos de
activacion no se conocen con certeza, sin embargo para estos compuestos se han
descrito otras dianas bioldgicas, como en el caso de los complejos RAPTA, que tienen
mayor afinidad por proteinas y biomoléculas que por el ADN, o el complejo [RuCla(n®-
benceno)(DMSO)] que inhibe la topoisomerasa Il. Por eso, aunque los complejos
sintetizados no muestren gran interaccion con el ADN, como se ha observado en los
geles, se ha llevado a cabo un ensayo para estudiar su posible actividad antitumoral

frente a lineas celulares cancerigenas.

2.2.2. Estudio de la actividad antitumoral por citometria de flujo

Se ha estudiado la actividad antitumoral de los compuestos de rutenio sintetizados
mediante el estudio del ciclo celular por la técnica de citometria de flujo. Para ello, se ha
elegido el ensayo de la Anexina V-FITC vy la tincion con yoduro de propidio, que
generan fluorescencias de diferentes colores, para analizar la induccion de la apoptosis
en células tumorales.

La apoptosis es un proceso de muerte celular en el que la integridad de la
membrana se mantiene y continla siendo semipermeable pero se observan cambios en
su simetria. Un evento temprano que ocurre en la apoptosis es la pérdida de la simetria
de la membrana citoplasmatica®®. Por ejemplo, la fosfatidil serina, molécula que se
encuentra orientada hacia el interior de la célula, se expone hacia el exterior de la
membrana celular cuando la célula entra en el proceso de muerte por apoptosis. La
anexina V es una molécula que no es capaz de difundir a través de la membrana y que

tiene una alta afinidad por la fosfatidil serina, por lo que las células que se hallan en
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apoptosis que son las que exteriorizan la fosfatidil serina, se encontrardn marcadas con
anexina V. La anexina V no es una molécula fluorescente, por lo que su localizacion en
las células se consigue marcandola con el fluorocromo FITC (isotiocianato de
fluoresceina). Experimentalmente, la deteccion de la fluorescencia de la anexina V-
FITC en células apoptoticas se puede acompafar de una tincion con yoduro de propidio,
cuya diana es el ADN del nucleo celular. Cuando la célula se encuentra muy dafiada,
pierde la integridad de su membrana y el yoduro de propidio es capaz de penetrar en
ella y unirse al ADN, lo cual indica que se encuentra en una fase tardia de apoptosis y/o
necrosis secundaria. Por ello, la tincion simultanea con anexina V-FITC y yoduro de
propidio, permite conocer si la célula se encuentra en una etapa temprana de la muerte
celular (se detecta Unicamente fluorescencia por anexina V-FITC) o si se encuentra en
una etapa tardia o necrosis, detectdndose principalmente fluorescencia por yoduro de
propidio.

Establecida la base del ensayo, se ha procedido al estudio de la capacidad
antitumoral de los compuestos de rutenio sintetizados frente a una linea celular de
cancer cérvico-uterino (HelLa).

Las células se han incubado con disoluciones de concentracion 10 uM de los
complejos 4-9 durante 72 horas, tras las cuales se han sometido a diversos tratamientos
para, finalmente, ser marcadas con Anexina V-FITC y yoduro de propicio y se ha
analizado el contenido de células apoptoticas por fluorescencia mediante citometria de
flujo.

En la Figura 2.2 se recogen las representaciones biparamétricas en 2D (diagrama
de puntos) obtenidas para los compuestos de rutenio con PTA en concentracion 10 uM
frente a células HelLa. En la parte superior se muestra un control de células sin tratar.

Estos diagramas permiten observar las células o eventos distribuidos como una funcion
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de la intensidad de la sefial con respecto a cada parametro, en este caso, las
fluorescencias relativas de la anexina V-FITC (eje de abcisas) y del yoduro de propidio
(eje de ordenadas). De esta manera, en el cuadrante N3 las células son negativas para
ambas fluorescencias, por tanto, células viables. En el cuadrante N4 son positivas para
la fluorescencia de la anexina V-FITC y negativas para la fluorescencia del yoduro de
propidio, lo que indica células en procesos de apoptosis temprana. En el cuadrante N2
son positivas para ambas fluorescencias, es decir, células en apoptosis tardia. Por
ultimo, en el cuadrante N1 son positivas para la fluorescencia del yoduro de propidio y

negativas para la fluorescencia de la anexina V-FITC, y por tanto células necroticas.
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Figura 2.2: Cuantificacion por citometria de flujo de células apoptoticas por exposicion durante 72 h
a disoluciones 10 uM de los compuestos: 4-9. En la parte superior se muestra un control de células

HeLa sin tratamiento con compuesto 1
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Como se observa en la figura, para concentraciones de 10 uM los compuestos 7, 8 y 9
inducen apoptosis en una poblacion de células HeLa considerable (45, 68 y 79%). En la

Tabla 2.5 se recogen los porcentajes obtenidos para todos los compuestos estudiados.

Poblacion celular (%0)

Compuesto N2 N4 N2+N4
Control (sin tratar) 0.70 | 1.07 1.77
[Ru{i3(N,N,N)-Tp}(phen)(PTA)][PFe] (4) 125 | 1.84 | 3.09
[Ru{i3(N,N,N)-Tp}(2,2 -bipy)(PTA)I[PFs] (5) 071 | 2.04 | 275
[Ru{3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(pY)][PFs] (6) 2.48 | 1041 | 12.89

[Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(quinolina)] [PFs] (7) 4.39 | 41.01 | 45.40

[Ru{x® (N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(py)] [PFs]2 (8) 722 | 61.21 | 68.43

[Ru{i3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(quinolina)] [PFe]2 (9) | 5.38 | 74.03 | 79.41

Tabla 2.5: Porcentaje de células HelLa en apoptosis por accion de los complejos
4-9 [10 pM].

Estos resultados indican que los complejos 8 y 9 son los que promueven la
apoptosis en mayor medida. Asi, el 74% y 61% de las células se encuentran en proceso
de apoptosis temprana, para 9 y 8 respectivamente.

El complejo 7 también induce una apoptosis apreciable, 45.4% del total de las
células se encuentran en procesos de apoptosis. Asi, se puede observar que los dos
complejos con mayor citotoxicidad son los complejos que presentan la fosfina PTA
metilada. Esto concuerda con resultados descritos anteriormente en la bibliografia®,
como en el caso de los compuestos [RuCl{x*(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)] [OTf] y
[RuH {i3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)] [OTf], anteriormente sintetizados vy
estudiados en nuestro grupo, que resultaron mas citotoxicos que sus analogos con la
fosfina PTA sin metilar®®. También se puede concluir que los complejos con quinolina

son mas activos que los complejos que contienen piridina. Por otra parte, los complejos
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con PPhs parecen inducir mayores niveles de apoptosis que los complejos con ligandos
N-dadores bidentados y PTA.

El hecho de que los resultados observados para la interaccion con ADN no
coincidan con los resultados de la citometria parece indicar que existen mecanismos de
interaccion diferente de la interaccion directa al ADN, y puede deberse a la interaccion
de los complejos sintetizados con proteinas 0 enzimas necesarias para la division

celular, que seria necesario estudiar por otros métodos.

Los efectos inducidos en las células por los complejos se pueden observar también
utilizando la técnica de microscopia electronica. En la Figura 2.3 se pueden observar
algunas de las células en procesos de apoptosis inducidos por los complejos 8 y 9. Se
puede apreciar el deterioro de las células (B), asi como la fluorescencia debida a la

anexinaV-FITC (A).

Células Hela tratadas con el complejo 9

Células HeLa tratadas con el complejo 8

Figura 2.3: Imagenes de células HelL a tratadas con los complejos 8 y 9, tomadas con un

microscopio de fluorescencia en modo fluorescencia (A) y trasmision (B).
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2.3. CONCLUSIONES

En este trabajo:

a)

b)

d)

Se han sintetizado nuevos complejos de rutenio(ll) con el ligando Tp y
ligandos N-dadores bidentados. La introduccion en la esfera de
coordinacion de estos compuestos de un ligando PTA aumenta su
solubilidad en agua, permitiendo asi el estudio de su actividad citotoxica.
Se han sintetizado nuevos complejos de rutenio(ll) con el ligando Tp,
[Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(L)][PFs] que poseen un ligando
hidrofilo, PTA o 1-Me-PTA, uno hidréfobo, PPhsz y un ligando N-dador
monodentado.

Se ha estudiado la actividad biol6gica de estos compuestos, tanto por el
retardo en la movilidad de un plasmido en un gel (interaccién con el
ADN), como por citometria de flujo (induccion de apoptosis en células
tumorales). A pesar de la baja interaccidn con el ADN de los complejos
sintetizados, se ha observado una alta citotoxicidad para los complejos
[Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(quinolina)] [PFe] (7), [Ru{x*(N,N,N)-
Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(py)] [PFel2 (8) y [Ru{x*(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-
Me-PTA)(quinolina)] [PFs]2 (9).

Se ha concluido que los complejos con 1-Me-PTA son los que inducen en

mayor grado apoptosis.
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3 Parte Experimental

3.1 CONDICIONES GENERALES DE REACCION Y

PREPARACION DE LOS COMPUESTOS DE PARTIDA

Todas las reacciones descritas en este trabajo se han llevado a cabo en condiciones
de atmosfera de argon, empleando lineas de vacio y técnicas de Schlenk
convencionales.

Los disolventes utilizados se han destilado previamente bajo atmosfera de argon,
utilizando hidruro de calcio (acetonitrilo, diclorometano), sulfato de calcio (acetona) o
el metdxido de magnesio (metanol) como agentes deshidratantes, segin métodos
descritos en la bibliografia**, o bien se han utilizado directamente (hexano, tolueno, éter
dietilico) desde un sistema de purificacion de disolventes Pure-Solv 400 Solvent
Purification System (Scharlab).

Los compuestos [RUCI{k3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)]*4*%, y [RuCI{x*(N,N,N)-
Tp}(COD)]*, asi como el ligando Tp*® y la fosfina PTAZ, han sido sintetizados
siguiendo los métodos descritos en la bibliografia. EI resto de los reactivos fueron

adquiridos de fuentes comerciales y usados sin purificacion previa.

3.2 TECNICAS EMPLEADAS EN LA CARACTERIZACION DE

LOS COMPUESTOS

Los complejos descritos en este trabajo se han caracterizado mediante el empleo
de las siguientes técnicas:

e Espectroscopia de Infrarrojo (IR):
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Los espectros se han realizado utilizando un espectrometro PERKIN-ELMER
1720-XFT. Todos ellos se han efectuado en estado sélido (pastillas de KBr) recogiendo
una zona del espectro comprendida entre 4000 y 450 cm™ .Las vibraciones de tension se
expresan en nimeros de onda (cm™). La intensidad de las bandas de absorcion se indica
de acuerdo a la siguiente secuencia: d = debil, m = media, f = fuerte y mf = muy fuerte.
El error en la determinacion de las posiciones para las absorciones es del orden de + 2
cm 1,

e Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Los espectros de resonancia magnética nuclear se han realizado en los
espectrometros BRUKER AV-300 y DPX-300 [a 300.1 MHz (*H), 75.4 MHz (*3C) 6
121.5 MHz (*'P)], BRUKER AV-400 y NAV-400 [a 400.1 MHz (*H), 100.6 MHz (*3C)
6 161.9 MHz (3'P)], y BRUKER AV-600 [a 600.1 MHz (*H), 150.8 MHz (:3C) 6 242.9
MHz (3'P)] empleando tubos de 5 mm de didmetro y la sefial del deuterio del disolvente
como ajuste interno.

Los desplazamientos quimicos (3) se expresan en partes por millén (ppm). Se ha
empleado tetrametilsilano (TMS) para los espectros de proton y carbono-13 como
referencia interna y acido fosforico (85%) como referencia externa de fosforo-31.

Los espectros de carbono-13 y fésforo-31 se han realizado con desacoplamiento
total del proton, lo que se expresa como BC{*H} y 3P{*H}. Para la asignacion de los
espectros de RMN de carbono-13 se han realizado experimentos DEPT-135
(Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer) asi como experimentos de RMN
bidimensionales, HSQC, COSY.

La multiplicidad de las sefiales aparece entre paréntesis de acuerdo con la
secuencia detallada a continuacion: s = singulete, sa = singulete ancho, d = doblete, da =

doblete aparente, t = triplete, ta = triplete aparente, m = multiplete.
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Las sefiales correspondientes al ligando Tp en los espectros de *H y BC{*H} se

han asignado de acuerdo con la numeracion de &tomos que se muestra en la Figura 4.1.

Figura 4.1: Numeracién de los atomos del ligando Tp
En las sefales de resonancia correspondientes al ligando Tp se dan los valores de
desplazamiento quimico y multiplicidad. Todas las constantes de acoplamiento en los
espectros de RMN de proton 2Jun debidas a los anillos de pirazol del ligando Tp tienen

valores entre 2.0 y 2.5 Hz.

Analisis elemental de C, H y N: Las medidas de analisis elemental se han
llevado a cabo con un microanalizador LECO CHNS-Truspec en la Universidad de
Sevilla.

Espectrometria de Masas (E/M): Los espectros de masas con ionizacién por
Electrospray (ESI) se han realizado en un espectrometro Bruker MicroFlex, operando en
modo positivo 0 negativo y empleando ditranol (DIT) como matriz, en un instrumento
lon Trap Bruker Esquire-6000; 6000Da, con disoluciones de diclorometano (1/1000) y
metanol (1/1000). Dichos espectros se han realizado en el Instituto de Investigacion

Quimica de Sevilla (responsable del Servicio: Gloria Gutiérrez Alcald).
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3.3 ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

-Estudios de retardo en la movilidad de ADN por desplazamiento en gel: Las
reacciones ensayadas entre el ADN y los complejos de rutenio se han llevado a cabo en
una disolucion de tampén fosfato 10 mM, a pH fisiologico (7.0). Bajo estas
condiciones se hizo reaccionar 0.05 g/L de un plasmido pBR322 (4361 pares de bases)
con el volumen necesario, en cada caso, de una disolucion recien preparada del
complejo de rutenio disuelto en el tampon fosfato. Las mezclas de reaccion fueron
incubadas a 37°C durante 14h. Transcurrido este tiempo, se mezclaron 10 ul de cada
muestra con 1 ul de revelador (0,25 mg de azul de bromofenol, 1 ml de glicerol y 1 ml
de agua destilada). Cada muestra se analizé por electroforesis en gel, empleando geles
de agarosa al 0.8%, en un tampdn TBE. Tras 10 min. de incubacion las muestras fueron
fotografiadas bajo luz UV.

- Citometria de flujo

Linea celular y condiciones de cultivo: la linea celular HeLa se ha obtenido del banco

de células de la Unidad de Ensayos Biotecnoldgicos y Biomédicos de los SCTs de la
Universidad de Oviedo. Las celulas se han cultivado en frascos de T-25 conteniendo
DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 % y L-Glutamina 2 mM.
Posteriormente, se han incubado a 37 °C en una atmdsfera humidificada de 5% de CO:
y se han subcultivado® mediante tripsinizacion? (0.05% tripsina/0.02% EDTA).

Determinacién de la apoptosis por citometria de flujo: las células HelLa se han sembrado

a una densidad de 50000 células por pocillo en placas de 6 pocillos y se han incubado
durante 24 horas a 37 °C. Pasado este tiempo, se afiaden los complejos de rutenio

sintetizados en una concentracion 10 uM y se incuban durante 72 horas. Después de la

L El término “subcultivar” se emplea cuando el contenido de células se trasvasa de un soporte a otro para seguir
manteniéndolas vivas.

2 La tripsinizacion es una técnica que permite separar las células de su soporte mediante el empleo de un enzima, la
tripsina, que rompe las uniones de las células al soporte de un cultivo, asi como las uniones entre las células de un
tejido.
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incubacion las células se han tripsinizado y se han recogido por centrifugacion.
Posteriormente, se han lavado tres veces con 10 mL de PBS y se han resuspendido en
un tampon de union (10 mM HEPES®/NaOH, pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl, 25 mM) al
que se le han afiadido previamente 2 ul de anexina V-FITC (Sigma, 0.2 pg/ml) y 2.5 ul
de yoduro de propidio (0.5 pg/ml). La suspension se ha incubado 10 minutos en
oscuridad y se ha analizado la fluorescencia de las células individuales en un citometro
de flujo (Cytomics FC500, Beckman, Miami, FL, USA). La fluorescencia media se ha
determinado para un minimo de 10* células empleando el software Cytomics RXP

(Beckman, Miami, Florida, USA).

3.4 SINTESIS DE COMPLEJOS
HIDRUROTRIS(PIRAZOLIL)BORATO DE RUTENIO (Il) CON

LIGANDOS N-DADORES.
3.4.1. Sintesis y caracterizacion del complejo [RUCIH{k3(N,N,N)-Tp}(en)] (1)

Sobre una disolucion del complejo [RuCI{x3(N,N,N)-Tp}(COD)] (91 mg, 0.199
mmol) en tolueno (15 ml) se afiaden 5 equivalentes de etilendiamina (67 ul, 0.994
mmol). La mezcla de reaccion se calienta a temperatura de reflujo con agitacion durante
2 h. Pasado ese tiempo, se evapora el disolvente a sequedad y el sélido marrén

resultante se lava con éter (3 x 20 ml) y se seca a vacio.

3 HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilJetanosulfonico)) es un reactivo organico zwitteriénico utilizado en
disoluciones tampon para mantener el pH fisioldgico.
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| [RUCI{i3(N,N,N)-Tp}en)] (1)

H\ Rendimiento: 60%
/)3 Color: marron
(SN N S\ N
Ul PL'-*?') U Formula molecular: C11H1sBCINsRu
_Ru__ Peso molecular: 409.63 g/mol
S Cl
K/””Z Solubilidad en agua: 2.37 mg/mi

IR (KBr, cm™): 2465 m (BH)
IH RMN (300 MHz, CDCls, 20°C): 8.18 (d, 1H, H3® pz), 8.05 (da, 1H, H3® pz), 7.75
(d, 2H, H3® pz), 7.62 (d, 2H, H35 pz), 6.23 (M, 3H, pz), 3.34 (M, 2H, CH2), 3.01 (M, 2H,

CH2), 1.91 (m, 4H, NH>) ppm.

3.4.2. Sintesis y caracterizacion de complejos [RUCHk3(N,N,N)-Tp}(N-N)] [N-N =
phen (2), 2,2"-bipy (3)].

Sobre una disolucion del complejo [RuCI{x3(N,N,N)-Tp}(COD)] (100 mg, 0.219
mmol) en DMF (10 ml), se afiaden 5 equivalentes del ligando N-dador, bidentado
correspondiente (1.095 mmol). La mezcla de reaccion se calienta a la temperatura de
reflujo del disolvente con agitacion durante 2 h. A continuacion, se evapora el
disolvente a vacio y el solido resultante se extrae con DCM. Se filtra sobre kieselguhr y
los disolventes se evaporan a sequedad. Se lava con éter (3 x 15 ml) y con hexano (3 x

15 ml) y se seca a vacio.
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| [RUCI{® (N,N,N)-Tp}(phen)] (2)

H\ Rendimiento: 88.3%
B
d. Color: morado oscuro
aoo
"'\“-:'.IN N.R _N -.h_h/ 7 .
= /& Formula molecular: C21H1sBCINsRu
- - R\ux..
N Ppu cl Peso molecular: 529.76 g/mol
H/‘“-/ Solubilidad en agua: 0.24 mg/ml

EM (ESI): m/z 563.3 [M+ MeOH]* (100%)

IR (KBr, cm™): 2480 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CD:Clz, 20°C): 9.24 (da, 2H, phen), 8.33 (da, 2H, phen), 8.25 (d,
2H, H3® pz), 8.09 (s, 2H, phen), 7.93(d, 2H, H3®pz), 7.72 (dd, 1H, H* pz), 7.70 (m, 2H,
phen), 6.48 (ta, 2H, H3® pz), 5.79 (ta, 1H, H* pz), 5.60 (d, 1H, H* pz) ppm.

13C{*H} RMN (100.6 MHz, CD2Clz, 20°C): 153.4 (s, 2C, phen), 144.4 (s, 2C, C3* pz),
139.7 (s, 1C, C* pz), 136.1 (s, 2C, phen), 135.7 (s, 2C, C3° pz), 130.1 (s, 2C, cuatern.
phen), 128.8 (s, 2C, cuatern. phen),127.3 (s, 2C, phen), 123.5 (s, 1C, C* pz), 122.9 (s,

2C, phen), 106.7 (s, 2C, C%*®pz), 105.0 (s, 1C, C* pz) ppm.

‘ [RUCI{x3 (N,N,N)-Tp}(2-2"-bipy)] (3)

\ Rendimiento: 79.8%
B—.
mu/wjﬁf’wf/\ Color: violeta
IQ* I r;:';}/" Jﬁ}
TN Formula molecular: C19H1sBCINsRu
SR
bJ\/H Cl Peso molecular: 505.75 g/mol
»
o Solubilidad en agua: 0.72 mg/ml

EM (ESI): m/z 506.2 [M+1]* (100%)

52



Parte experimental

IR (KBr, cm™): 2479 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CDCls, 20°C): 8.86 (d, 2H, bipy.), 8.23 (d, 2H, bipy.), 8.17 (d, 2H
H35pz), 7.81 (d, 2H H3®pz ) 7.71 (m, 4H, bipy), 7.25 (m, 1H, H* pz), 6.39 (ta, 2H, H>®
pz), 5.93 (ta,1H, H* pz), 5.88 (ta, 1H, H* pz) ppm.

13C{1H} RMN (400 MHz, CDCls, 20°C): 153.5 (s, 2C, bipy.), 151.4 (s, 2C, bipy.
cuaternarios), 144.1 (s, 2C, C*®pz), 140.1 (s, 1C, C* pz), 135.41 (s, 2C, C3>®°pz), 133.2
(s, 2C, bipy.), 127.3 (s, 1C, C* pz), 124.3 (s, 2C, bipy.), 122.0 (s, 2C, bipy.), 106.6 (s,

2C, C3%pz), 105.4 (s, 1C, C* pz) ppm.

3.4.3 Sintesis y caracterizacion de complejos [Ru{k3(N,N,N)-Tp}(N-N)(PTA)] [PFe]
[N-N = phen (4), 2,2"-bipy (5)].

Sobre una disolucion del complejo [RuCI{i}(N,N,N)-Tp}(N-N)] [N-N = phen (2),
2,2 -bipy (3)] , 0.168 mmol, 89 mg (2), 85 mg (3)] y 3 equivalentes de NaPFs (89.6 mg,
0.504 mmol) en MeOH (30 ml) se afiade 1 equivalente de PTA (26.56 mg, 0.168
mmol). La mezcla de reaccion se calienta a temperatura de reflujo durante 6 h.
Transcurrido ese tiempo, el disolvente se evapora, dando lugar a un sélido que se
disuelve en DCM. La disolucion resultante se filtra sobre tierras diatomeas. Se evapora
el disolvente y el sélido obtenido se lava con éter (3 x 15 ml) y con hexano (3 x 15 ml)

y se seca a vacio.
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‘ [Ru{k3(N,N,N)-Tp}(phen)(PTA)][PFe] (4)

H\ Rendimiento: 73.9 %
p; PFy
Color: marron
o0
E"N\N\\‘//N Formula molecular: Ca7H3z0BFsN11P2Ru
A _Ru
oSN ™~
I s \ Peso molecular: 796.42 g/mol
e N {k N
| = |
K/%" o Solubilidad en agua: 1.88 mg/ml

EM (ESI): m/z 652.3 [M+1]* (100%)

IR (KBr, cm™): 2482 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CDCls, 20°C): 9.10 (d, 2H, phen), 8.41 (d, 2H, phen), 8.26 (d,
2H, H3®pz), 8,08 (sa, 2H, phen), 7.98 (da, 2H, H3® pz),7.90-7.52 (m, 3H, phen, H* pz),
6.59 (ta, 2H H3® pz), 5.88 (ta, 1H, H* pz), 5.58 (ta, 1H, H* pz), 4.36 (sistema de spin
AB, 3H, NCH:zN, Jyane = 13Hz), 4.15 (sistema de spin AB, 3H, NCH:2N, Juane =
13Hz), 3.39 (s, 6H, NCH2P)

13C{'H} RMN (400 MHz, CD:Clz, 20°C): 153.2 (s, 2C, phen.), 145.1 (s, 2C, C35 pz),
141.3 (s, 1C, C* pz), 137.1 (s, 2C, phen.), 135.6 (s, 2C, C3® pz), 130.9 (s, 2C, cuatern.
phen.), 130.8 (s, 2C, cuatern. phen.), 128.0 (s, 2C, phen.), 124.8 (s, 1C, C*pz), 123.0
(s, 2C, phen.), 107.5 (s, 2C, C*° pz), 105.8 (s, 1C, C* pz), 73.0 (d, 3CHa, 3Jcp = 6,

PTA), 50.2 (d, 3CH2, Jcp = 14 Hz, PTA) ppm.

31P{IH} RMN (161.9 MHz, CD:Cly, 20°C): -31.6 (s, PTA), -143.8 (sept., PFs) ppm.
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‘ [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(2-2"-bipy)(PTA)] [PFs] (5)

H
‘\..B Rendimiento: 75.4 %
(-\.N/rsf,;-’{;?”rﬁ@ —‘ [PFEJ Color: marrén anaranjado
I
'\;;" N.L\_.—_f Hl.“.j
- NN Formula molecular: C2sH30BFsN11P2Ru
%N——‘RU
B N BN
— “.-/f'“\\ ﬂp“ﬂ Peso molecular: 772.40 g/mol
K" N.L /r:l
= Ll Solubilidad en agua: 1.25 mg/ml

EM (ESI): m/z 628.3 [M+1]* (100%)

IR (KBr, cm™): 2479 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CD2Clz, 20°C): 8.74 (d, 2H, bipy), 8.50 (d, 2H, bipy), 8.18-8.05
(m, 2H, H3® pz), 8.02-7.78 (m, 6H, bipy, H>°), 7.51 (ta, 1H, H* pz), 6.54 (ta, 2H, H3®
pz), 6.11 (sa, 1H, H* pz), 6.08 (sa, 1H, H* pz), 4.45 (sistema de spin AB, 3H, NCH:N,
Juane = 13Hz), 4.33 (sistema de spin AB, 3H, NCH2N, Juane = 13Hz), 3.52 (sa, 6H,
NCH:2P) ppm.

13C{!H} RMN (400 MHz, CD:Clz, 20°C): 153.3 (s, 2C, bipy.), 151.2 (s, 2C, bipy.
Cuat.), 145.0 (s, 2C, C3°pz), 138.0 (s, 1C, C* pz), 137.3 (s, 2C, C*% pz), 136.2 (s, 2C,
bipy.), 127.9 (s, 1C, C* pz), 126.6 (s, 2C, bipy.), 123.7 (s, 2C, bipy.), 107.5 (s, 2C, C3°
pz), 105.8 (s, 1C, C* pz), 73.3 (d, 3CH2, 3Jcp = 6 Hz, PTA), 50.4 (d, 3CH2, Jcp = 14 Hz,

PTA) ppm.

3P{IH} RMN (161.9 MHz, CD2Cly, 20°C): -32.0 (s, PTA), -144.5 (sept., PFs) ppm

34.4 Sintesis y caracterizacion de complejo [Ru{x3(N,N,N)-
Tp}HPPh3)(PTA)(L)][PFs] [L = N-dadores = py (6), quinolina (7)]
A una disolucion del complejo [RuCI{i3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)] (50 mg, 0.065

mmol) y 3 equivalentes de NaPFs (33.5 mg, 0.195 mmol), en 10 ml de MeOH, se
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Parte experimental

afiaden 3 equivalentes del ligando N-dador correspondiente, 0.195 mmol, 15.6 ul (py),
23 ul (quinolina). Se calienta la mezcla de reaccion a reflujo durante 6h. Se evapora el
disolvente a sequedad y el sélido resultante se disuelve en DCM. Se filtra sobre tierras
diatomeas. La disolucion se concentra hasta aprox. 5 ml. Adicion de hexano (20 ml),
conduce a la precipitacion de un sélido. Se decantan los disolventes y el solido se lava

con hexano (3 x 10 ml).

| [Ru{K*(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(py)] [PFe] (6)

Rendimiento: 90.5 %
PFd

Color: blanco amarillento
<\\N N/—\\ Nf/“>
I \ Py ,
SR f Férmula molecular: CssH42BFsN10P3RuU
PhsP p/ ™ NQ:T Peso molecular: 957.60 g/mol
/:II h I| |
M N Solubilidad en agua: 2.25 mg/ml

EM (ESI): m/z 813.3 [M+1]* (42%), 734.3 [M-py]* (100%).

IR (KBr, cm™): 2486 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CDCls, 20°C): 8.10 (sa, 1H, py), 7.97 (d, 2H, py), 7.89 (d, 2H,
py), 7.82 (d, 2H, H3° pz), 7.73 (ta, 2H, H3®pz), 7.48-7.22 (m, 15H, PPhs), 7.17 (sa, 1H,
H35 pz), 7.06 (sa, 1H, H3® pz), 6.50 (sa, 1H, H* pz), 6.33 (ta, 1H, H* pz), 5.94 (sa, 1H,
H* pz) 4.46 (sistema de spin AB, 3H, NCH2N, Juans = 13Hz ), 4.23 (sistema de spin
AB, 3H, NCH:2N, Jxans = 13Hz), 3.44 (sistema de spin CD, 3H, NCH2P, JucHp = 14Hz),
3.30 (sistema de spin CD, 3H, NCH2P, Juchp = 14Hz) ppm.

13C{IH} RMN (400 MHz, CD2Cls, 20°C): 149.3 (s, 2C, py), 147.7 (s, 1C, C? pz), 145.2
(s, 1C, C3 pz), 144.4 (s, 1C, C* pz), 140.7 (s, 1C, py), 137.9 (s, 1C, C° pz), 137.2 (s, 1C,

CS pz), 136.9 (s, 1C, C5 pz), 136.2 (sa, 3C, PPhs), 133.8 (d, 6C, 3Jcp = 9Hz, PPha),
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130.2 (sa, 3C, PPhs), 128.5 (sa, 3C, cuat. PPhs), 125.6 (s, 2C, py), 108.5 (s, 1C, C* pz),
108.1 (s, 1C, C* pz), 106.8 (s, 1C, C* pz), 71.13 (d, 3C, NCHzN, 3Jcp = 6 Hz, PTA),
48.6 (d, 3CH2, NCH2P, Jcp = 13 Hz, PTA) ppm.

3P{IH} RMN (161.9 MHz, CD2Clz, 20°C): 41.4 (d, 2Jpp = 30 Hz, PPha), -43.8 (d, 2Jpp

= 30 Hz, PTA), -144.3 (sept., PFs) ppm.

‘ [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(CoH7N)] [PFe] (7)

Rendimiento: 73.9%
 |prd
Color: amarillo anaranjado
<'\N 'l‘/'\\ "l‘f>
.ll ! WA
v J"\h&j/s‘“ Formula molecular: Ca2H14BFsN1oP3RU
Ru N
Ph3P/FI; \N\ Peso molecular: 1007.66 g/mol
PR N
Vi) Solubilidad en agua: 1.03 mg/ml

EM (ESI): m/z 863.3 [M+1]" (10.4%), 734.3 [M-quinolina]* (100%).

IR (KBr, cm™): 2483 m (BH)

'H RMN (300 MHz, CD2Cl2, 20°C): 8.89 (m, 1H, quin.), 8.28-7.87 (m, 6H, quin.),
7.72 (s, 2H, H3® pz), 7.53-7.12 (m, 17H, PPhs, H3%), 6.70 (m, 1H35 pz), 6.65 (m, 1H, H*
pz), 6.20 (M, 1H, H3® pz), 5.84 (m, 1H, H* pz), 5.79 (M, 1H* pz), 4.74 (sistema de spin
AB, 3H, NCH2N, Juane = 13Hz ), 4.52 (sistema de spin AB, 3H, NCH2N, JHane = 13Hz
), 4.09 (sistema de spin CD, 3H, NCH2P, Jnchp = 14Hz), 3.89 (sistema de spin CD, 3H,
NCH2P, JucHp = 14HZz) ppm.

31P{IH} RMN (161.9 MHz, THF, 20°C): 41.3 (d, 2Jpe = 30 Hz, PPhs), -24.2 (d, 2Jpp =

30 Hz, PTA), -145.8 (sept., PFs ) ppm.
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Parte experimental

3.4.5. Sintesis y caracterizacion de los complejos [Ru{k3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-
PTA)(L)][PFs]2 [L = N-dadores = py (8), quinolina (9)]

Sobre una disolucion del complejo [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(PTA)(L)][PFe] [L =
N-dadores = py (6), quinolina (7)], 0.104 mmol, 100 mg (6), 105 mg (7), en 5 ml de
DCM (6), THF (7), se afiaden 5 equivalentes de Mel (33 ul, 0.522 mmol). Se agita la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 3 dias. La adicion de 3 equivalentes
de NaPFe sobre la mezcla de reaccion conduce a la formacion de la sal de
hexafluorofosfato. La disolucion se filtra sobre tierras diatomeas y se concentra hasta
aprox. 4 ml. Al afadir hexano (15 ml), precipita un sélido. Se decanta el disolvente y el

solido se lava con hexano (3 x 20 ml) y se seca a vacio.

‘ [Ru{x*(N,N,N)-Tp}PPhs)(1-Me-PTA)(py)][PFs]> (8)

iy Rendimiento: 64.6 %
\

/IB _‘ [PFB 2 Color: pardo
elie)e) ,
i h'\y N Formula molecular: CsoHasBF12N10PsRu

A

~R
Phap” / U“‘“:.NQH Peso molecular: 1117.59 g/mol
ﬁ%__,ﬁ:xtw/ Solubilidad en agua: 1.20 mg/ml
N/ TCHa

EM (ESI): m/z 973.2 [M+PFs]* (45.4 %), 876.2 [M-py-CHs]" (100%).

IR (KBr, cm™): 2486 m (BH)

IH RMN (300 MHz, CDCls, 20°C): 8.05 (da, 1H, py), 8.02 (da, 2H, py), 7.94 (da, 2H,
py), 7.87 (ta, 2H, H35 pz), 7.80-7.73 (m, 2H, H3® pz), 7.57-7.17 (m, 15H, PPhs), 7.15
(sa, 1H, H*° pz), 7.11 (sa, 1H, H®® pz), 6.52 (sa, 1H, H* pz), 6.41 (sa, 1H, H* pz), 6.04
(sa, 1H, H* pz) 5.04-4.5 (m, 4H, PTA), 4.24-3.84 (m, 4H, PTA), 3.81-3.69 (m, 2H,

PTA) 3.24-3.04 (m, 2H, PTA), 2.67 (sa, 3H, CHs-PTA) ppm.
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13C{14} RMN (400 MHz, CD2Clz, 20°C): 148.1 (s, 2C, py), 147.0 (s, 1C, C® pz), 145.5
(s, 1C, C? pz), 143.7 (s, 1C, C* pz), 138.5 (s, 1C, py), 137.9 (s, 1C, C° pz), 137.5 (s, 1C,
C® pz), 136.6 (s, 1C, C® pz), 136.6 (sa, 3C, PPhs), 134.7 (d, 6C, 3Jcp = 9Hz, PPhs),
130.1 (sa, 3C, PPhs), 128.1 (sa, 3C, PPhs), 126.1 (s, 2C, py), 108.9 (s, 1C, C* pz), 108.4
(s, 1C, C* pz), 106.9 (s, 1C, C* pz), 80.5 (d, 2C, 3Jcp = 8 Hz, NCHzN), 69.6 (sa, 1C,
NCH:N), 55.2 (sa, 1C, CHsNCH:P), 49.4 (s, 1C, CHs-N), 46.9 (sa, 1C, NCH.P) 46.7
(sa, 1C, NCH2P) ppm.

3P{IH} RMN (161.9 MHz, CD2Clz, 20°C): 37.8 (d, 2Jpp = 30 Hz, PPha), -24.7 (d, 2Jpp

=30 Hz, PTA), -143.3 (sept., PFs ) ppm.

\ [Ru{x3(N,N,N)-Tp}(PPhs)(1-Me-PTA)(quinolina)] [PFs]2 (9)

T[PF& Rendimiento: 45.1 %

AN um\ 2 Color: verde amarillento
| I
\'Jhll \\“—//‘ N\“"r
N e Formula molecular: Ca3H47BF12N10PsRuU
Ph4P N =\ M
3 P NI .
~ L Peso molecular: 1167. mol
J_[ ) K eso molecula 67.66 g/mo
LTS et Solubilidad en agua: 1.74 mg/ml

EM (ESI): m/z 876.2 [M-1]* (47.0%), 781.3 [M- quinolina+MeOH]* (100 %),

IR (KBr, cm™): 2484 m (BH)

IH RMN (300 MHz, THF, 20°C): 8.50 (m, 1H, quin.), 8.20-8.05 (m, 2H, quin.), 7.82
(sa, 2H, quin.), 7.76 (sa, 2H, quin.), 7.71 (m, 2H, H3® pz), 7.61-7.21 (m, 15H, PPhs)
6.98 (sa, 1H, H*®pz) , 6.65 (sa, 1H, H>° pz), 6.20 (sa, 2H, H*® pz), 5.91 (sa, 1H, H* pz),
5.81 (sa, 1H, H* pz), 5.53 (sa, 1H, H* pz) 4.95-4.55 (m, 4H, PTA), 4.52-3.90 (m, 4H,

PTA), 3.89-3.78 (m, 2H, PTA) 3.37-3.34 (m, 2H, PTA), 2.66 (sa, 3H, CHs-PTA) ppm.
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BBC{!H} RMN (400 MHz, THF, 20°C): 146.7 (s, 1C, quin.), 146.1 (s, 1C, C3 pz),
143.6 (s, 1C, C® pz), 142.2 (s, 1C, C2 pz), 134.3 (s, 1C, quin.), 137.9 (s, 1C, C® pz),
137.5 (s, 1C, C® pz), 136.6 (s, 1C, C° pz), 132.8 (sa, 3C, PPha), 132.4 (d, 6C, 3Jcp =
9Hz, PPhs), 131.8 (sa, 3C, PPhs), 127.8 (sa, 3C, PPhs), 127.4 (s, 1C, quin.), 126.1 (da
2C, quin.), 125.8 (da, 2C, quin.), 104.6 (s, 1C, C* pz), 103.9 (s, 1C, C* pz), 102.9 (s, 1C,
C* pz), 78.6 (sa, 2C, NCH2N), 70.2 (sa, 1C, NCH2N), 57.7 (sa, 1C, CHsNCH,P), 51.8
(s, 1C, CHs-N), 48.2 (sa, 1C, NCH2P) 46.9 (sa, 1C, NCH2P) ppm.

3P{IH} RMN (161.9 MHz, THF, 20°C): 40.7 (d, 2Jpe = 30 Hz, PPha), -13.5 (d, 2Jpp =

30 Hz, PTA), -144.3 (sept., PFs ) ppm.
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