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1. RESUMEN

El presente Trabajo Fin de Master (TFM) se ha centrado en la sintesis de nuevos
compuestos de coordinacidon con fosfinas solubles en agua, su caracterizacion y la
evaluacion de su actividad anticancerigena in vitro. Se ha sintetizado y caracterizado
los complejos monometalicos [RuCp(PPh;3)(PTA)(dmoPTA-kP)](SO;CF3) (3) y
[RuCp(HdmoPTA)(PPh;)(PTA)](SOsCF3), (4), y los complejos bimetalicos
[RuCp(PPhg)z—p—dmoPTA—1KP:2K2N,N -PtCl,)](SO;CF3) (1), [RuCp(PPhs),-pu-
dmoPTA-1kP:2k*N,N -Pt(C1)(DMSOkS)](CL) (2), [RuCp(PPh3)(PTA)-pu-dmoPTA-
1kP:2k°N,N -PdCl,)](SOsCF3)  (6), [RuCp(PPh3)(PTA)-pu-dmoPTA-1kP:2k*N,N -
PtCL,](SO5CFs3) (7) y [RuCp(PPh;)(PTA)-p-dmoPTA-1kP:2k*N,N -
Pt(COD)](SOsCF3)(Cl),  (8) (HdmoPTA = 3,7-H-3,7-dimetil-1,3,7-triaza-5-
fosfabiciclo[3.3.1]nonano, PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano, COD = 1,5-
ciclooctadieno). Todos estos complejos se han caracterizado mediante andlisis
elemental, espectroscopia IR y RMN. Ademads, se ha determinado la estructura
cristalina de los compuesto monometalicos por difraccion de rayos-X de monocristal.
Se ha estudiado la reactividad del compuesto [RuCp(PPhs),-pu-dmoPTA-
1kP:2k°N, N -Pt(CI)(DMSOkS)](Cl,) (2) frente a disolventes no inocentes en
presencia de aire y nitrégeno. La actividad antiproliferativa de todos los compuestos
obtenidos ha sido evaluada frente a un panel de células resistentes y no resistentes al
cis-diaminodicloroplatino(II).

Palabras clave: rutenio, 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano,  bimetdalicos,
anticancerigeno

2. ABSTRACT

This TFM has focused in the synthesis of new coordination compounds with
water soluble phosphines, their characterization and study of their antiproliferative
activity. The monometallic complexes [RuCp(PPh3)(PTA)(dmoPTA-xP)](SO;CF3)
(3) and [RuCp(HdmoPTA)(PPh3;)(PTA)](SOs;CF3), (4), and the bimetallics

complexes [RuCp(PPhs),- },l-dmOPTA-lKPZZKzMN -PtCl,)](SOsCF3) (1),
[RuCp(PPhs),-p-dmoPTA-1kP:2k*N, N -Pt(C1)(DMSO kS)](Cl,) (2),
[RuCp(PPh3)(PTA)-p-dmoPTA- 1kP:2k*N,N -PdCl,)](SO;CF5) (6),
[RuCp(PPh3)(PTA)-u-dmoPTA-1kP:2k*N, N -PtCL,](SO;CF5) (7 y

[RuCp(PPh3)(PTA)-pu-dmoPTA-1kP:2k*N, N -Pt(COD)](SO;CF5)(Cl), (8) have been
synthesized and characterized (HdmoPTA = 3,7-H-3,7-dimetil-1,3,7-triaza-5-
fosfabiciclo[3.3.1]nonano, PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano, COD = 1,5-
ciclooctadieno.). All of these complexes have been characterized by elemental
analysis, IR and NMR spectroscopy. Additionally, the crystal structure of
monometallic complexes have been characterized by single crystal X-ray diffraction.
Finally, the reactivity of complex [RuCp(PPhs),-pu-dmoPTA-1kP:2k*N,N -
Pt(Cl)(DMSOkS)](CLy) (2) against non-innocents solvents. The antiproliferative
activity of the obtained complexes was evaluated against a panel of cancer cells
resistant and non resistant to cisplatin.

Keywords: ruthenium, 1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane, bimetallics, anticancer



Andrés Alguacil Alarcon




Sintesis, caracterizacion y estudio de nuevos compuestos de coordinacion con fosfinas solubles en
agua y propiedades anticancerigenas 5

3. INTRODUCCION

El céncer es una plaga moderna ya que es la segunda causa de muerte a nivel
mundial y se estima que es la responsable de 9.6 millones de muertes en 2018." En
una sociedad en donde la mayoria de las enfermedades que asolaban a la humanidad
han sido en buena parte remediadas, el cancer continta siendo un reto que no parece
que tenga una solucion facil en un futuro cercano. El cancer es un término global
para un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento de células por
encima de sus limites fisiologicos, que exceden su localizacion habitual en un ser
vivo invadiendo otras partes del mismo y afectando a su funcionamiento lo que
produce, finalmente, la muerte del mismo. Todas las células de un ser vivo son
susceptibles de volverse cancerosas: las células de pulmoén, prostata, aparato
gastrointestinal e higado son las més sensibles a sufrir su transformacion en
cancerosas en los hombres; mientras que en las mujeres a esa lista hay que afiadir
aquellas de mama, colorrectal, de pulmon, de cuello de utero y de tiroides.

La idea de usar compuestos de coordinacion como farmacos anticancerigenos
surgio a raiz del descubrimiento fortuito por Rosenberg en 1965 de la actividad
antiproliferativa que presenta el cis-diamindicloroplatino(I) ([cis-PtCl,(NH3),]) o
cisplatino,” que fue aprobado por la agencia americana de firmacos (FDA) en 1978.
A pesar de que el cisplatino puede enlazarse a un amplio rango de componentes
celulares como proteinas, ARN, membrana fosfolipidica, microfilamentos y péptidos
que contienen tioles, su actividad esta ligada a su interaccion con los componentes de
ADN.* Con los conocimientos actuales se considera que el cisplatino es en realidad
un profarmaco, que se transforma en el agente activo real por sustitucion de los
cloruros enlazados al metal por moléculas de agua, lo que da lugar al monoacuo-
intermedio {cis-PtCI(NH;3),(OH,)}" y diacuo-intermedio {cis-Pt(NH;),(OHa),} .
Estos acuocomplejos se unirian covalentemente a ADN, preferentemente al
nitrogeno 7 (N7) de los anillos de imidazol de las bases puricas, preferentemente en
guanina, formando aduptos monofuncionales. > De esta forma se provocan
distorsiones en la molécula de ADN (Figura 1) como el desplegamiento y flexion
del mismo, siendo el resultado final la muerte de la célula por apoptosis.®
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Figura 1. Interaccion de una de las especies activas del cisplatino con el ADN
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A partir del descubrimiento del cisplatino y sus propiedades anticancerigenas se
sintetizaron y estudiaron compuestos de coordinacion analogos con la esperanza de
obtener nuevos y mejores agentes antitumorales. De entre ellos, pocos han
presentado actividad y caracteristicas adecuadas para convertirse en farmacos, de
entre los cuales, destacan el carboplatino y el oxaliplatino (Figura 2).

O
N o P
H;N Cl H;N @)
N/ N/ \ /
/Pt\ /Pt\ Pt
H.N" el H.NT o wan’ o
H, 0
0]
cisplatino carboplatino oxalilplatino

Figura 2. Estructuras del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

No obstante, y a pesar de su utilidad como farmacos anticancerigenos, estos
compuestos presentan serias desventajas. Las mas importantes son su falta de
actividad contra tumores que ya han generado resistencia al platino y que a pesar de
su alta actividad anticancerigena presentan efectos secundarios graves tales como
nauseas, vomitos, pérdida del cabello y nefrotoxicidad.’

Con objeto de disponer de fArmacos anticancerigenos al menos tan buenos como
los derivados de platino pero sin sus inconvenientes, desde hace afios se esta
realizando una extensa busqueda de nuevos compuestos tanto inorganicos como
organicos que han dado lugar de una forma errdtica a nuevos compuestos con
desigual fortuna. En el ambito de la quimica de coordinacion los esfuerzos se han
dirigido tanto a desarrollar nuevos compuestos de platino como a estudiar complejos
de otros metales de transiciéon como paladio, rutenio, hierro, cobre, etc. La quimica
de coordinacion del Pd(Il) es muy parecida a la del Pt(Il), pero aun asi difieren en
algunos aspectos como en su cinética de intercambio de ligandos. El Pd(II) sufre la
substitucion nucleofilica de sus ligandos generalmente unas 10° veces maés rapido
que los complejos de Pt(I), lo que tendria como consecuencia que la hidrolisis del
farmaco-complejo de paladio sea comparativamente respecto al platino mucho maés
rapida. La facil y rapida disociacion de uno o varios ligandos y su substitucion
sucesiva por moléculas del medio provoca especies muy reactivas que pueden
interaccionar facilmente con especies presentes en el flujo sanguineo y en el medio
fisiologico. Esto permite a los mecanismos de reparacion de las células eliminar
facilmente a las unidades complejas de paladio que interaccionan con las bases de
ADN: por ello los complejos de Pd(II) que reaccionan eficientemente con ADN in
vitro son normalmente inactivos frente a las células vivas. No obstante, un adecuado
disefio del complejo puede favorecer su estabilidad y por lo tanto su actividad
antiproliferativa. Para ello se suelen usar ligandos quelatantes y voluminosos que
confieran una mayor estabilidad al coordinarse mas fuertemente al metal y, coordinar
al metal dos ligandos no demasiado labiles con el fin de asegurar que in vivo la
estructura se mantiene el tiempo necesario para que el complejo actie sobre la célula
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cancerosa. © Los maés actuales compuestos de Pd(I) que presentan actividad
antitumoral estdn constituidos con ligandos sulfurados (tiocarbamatos), heterociclos
(piridina y sus derivados) y algunas combinaciones de sacarinatos. Adicionalmente,
también se han sintetizado complejos de Pd(I) que incorporan como ligando
poliaminas que permiten obtener compuestos polinucleares, siendo algunos de estos
compuestos mas activos que sus analogos de Pt(Il) y el mismo cisplatino.’

Tanto Pt(II) como Pd(II) se coordinan mediante una estricta geometria plano
cuadrada y suelen ser relativamente dificiles de oxidar y reducir. Otros metales
pueden adoptar un amplio nimero de geometrias de coordinaciéon con un variado
numero de estados de oxidacidn, y si se parte de un disefio adecuado de los ligandos,
se puede llegar a controlar sus propiedades termodindmicas y cinéticas.'® Dentro de
este tipo de compuestos destacan los complejos organometalicos tales como los
metalocenos. Estos compuestos se caracterizan por disponer de dos ligandos
ciclopentadineilos (Cp) m-enlazados al 4&tomo metalico. Este tipo de compuestos se
comenzo a investigar en 1952 con el descubrimiento del ferroceno (bis-
ciclopentadienilo de hierro, [FeCp;]), también llamados “complejos sandwich” al
disponerse el Fe entre dos moléculas de n°-Cp. Estructuralmente los metalocenos son
lo suficientemente robustos para su uso en aplicaciones médicas. Una variante de los
metalocenos, los que adoptan una estructura flexionada, normalmente formandos con
Ti, Zr, V, Nb y Mo, disponen dos Cl en cis con disposicion relativa similar a la que
se encuentra en la molécula de cisplatino. Por ello se han estudiado extensamente,
particularmente en los primeros afos de desarrollo de la quimica inorganica
medicinal, especialmente a través del trabajo de Kpf-Maier.'' De entre ellos destaca
el dicloruro de titanoceno ([Ti(1°-Cp),Cl,]) (Figura 3).

ﬂ P

Ti

Q%l “c

Figura 3. Estructura del titanoceno, [Ti(n’-Cp)>Cl]

Otros complejos metélicos que han sido investigados como posibles alternativa al
cisplatino son aquellos de oro, galio, osmio, germanio, arsénico, los lantanidos, y por
encima de éstos, con rutenio.'” A lo largo de los afios se han descubierto tres familias
importantes de complejos de Ru con propiedades antiproliferativas: complejos con la
unidad {Ru-DMSO}, compuestos organometéalicos Ru(Il)-areno y los complejos
“tipo Keppler” con Ru(Ill). Los primeros complejos de Ru sintetizados eran
similares al cisplatino, en los que el metal tenia un estado de oxidacion 2+, se activan
por sustitucion de uno o varios ligandos por moléculas de agua, y previsiblemente se
coordinan con las biomoléculas, particularmente con ADN.

Los complejos con unidades {Ru-DMSO} se llevan investigando de forma
ininterrumpida desde su descubrimiento en 1980. La molécula de DMSO se
comporta como un ligando bidentado, o bien a través de su atomo de S (DMSO-kS) o
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del de O (DMSO-k0), pero ademds tiene un marcado caracter m-aceptor que es
suficientemente grande para estabilizar el estado de oxidacion 3+ del rutenio pero sin
impedir que pueda ser reducido con cierta facilidad a 2+. Por ello ambos estados de
oxidacion del metal son relativamente estables al aire en estos complejos. Otras
interesantes propiedades del DMSO en su coordinacion al metal son su relativamente
facil substitucion por otras moléculas como agua y su capacidad de solubilizar los
complejos tanto en agua como en sistemas orgdnicos. Debido a esta ultima
propiedad, los complejos con unidades {Ru-DMSO} puedan disolverse en los fluidos
fisiologicos, constituidos fundamentalmente de agua, pero ademas difundir
facilmente a través de la membrana fosfolipidica, lo que permite a los complejos
introducirse en las células y moverse por la misma hasta alcanzar la diana adecuada.

Asi, en la década de 1990 se sintetizd uno de los mas activos e interesantes
compuestos con propiedades antiproliferativas hasta ese momento, el complejo
[Hpim]trans [RuCly(Him)(DMSO)] mas conocido como NAMI-A (Figura 4). Este
complejo mostro una alta efectividad en la inhibicion del desarrollo y crecimiento de
metastasis pulmonares en distintos modelos in vivo de tumores solidos. Sin embargo,
la actividad de NAMI-A contra tumores primarios y su citotoxicidad in vitro no
fueron significativas en comparacion a las del cisplatino."

Va
Clitz, | el
By
v | e HN
-8
wn
\ / \O

Figura 4. Estructura del complejo NAMI-A

El hecho de que el ligando DMSO-«S se encuentre en la esfera de coordinacion
del atomo de Ru(IIl) afecta notablemente a sus propiedades quimicas. En primer
lugar y debido al caracter m-aceptor del ligando el potencial de reduccion del metal
en el NAMI-A aumenta considerablemente respecto al estado libre, lo que significa
que este complejo se reduce mucho mas facilmente que sus analogos estructurales
sin DMSO. Ademas, este hecho también determina que el complejo NAMI-A sufra
en pocos minutos la disociacion paso a paso de sus cloruros en disolventes
coordinantes como el agua, activandolo. E1 NAMI-A muestra una buena actividad
antimetastasica, baja toxicidad general, es relativamente facil de obtener y buena
estabilidad en estado s6lido, lo que hizo que se convirtiera en el primer compuesto de
rutenio que fue investigado en seres humanos en 1999 después de un extenso
desarrollo y unos ensayos preclinicos exhaustivos. Este complejo superd con éxito
los ensayos clinicos de la fase I y en 2008 se introdujo en una combinacion de
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ensayos clinicos de fase I/II; desafortunadamente, finalmente, no cumplié todos los
.. . , . 14
requerimientos para validarlo como un fairmaco operativo.

Otra familia de compuestos de rutenio con notables propiedades antiproliferativas
son los “tipo Keppler” que estan constituido por atomos de Ru(IIl). En estos
compuestos el rutenio bajo condiciones fisioldgicas puede encontrarse como Ru(Il)
(d°, diamagéntico) y Ru(III) (d°, paramagnético), aunque también pueden estar como
Ru(IV). En todos los casos el rutenio se encuentra octaédricamente coordinado, son
estables al aire gracias a la estabilizacion aportada por sus ligandos m—aceptores y
sufren un proceso de substitucion por un mecanismo disociativo con una cinética
parecida a la de las especies de Pt(II). Debido al hecho que los complejos de Ru(Il)
son mas reactivos que sus homologos de Ru(Ill), inicialmente se pensdé que su
mecanismo de accidn implicaba la reduccion previa del metal.'

De este tipo de compuestos se han desarrollaron un gran nimero de derivados con
formula general trans-[RuClsyl;], de entre los cuales el mas destacado por sus
prometedoras propiedades fue el complejo KP1019 (L = 1H-indazol) (Figura 5),
debido a su notable actividad frente a tumores primarios. El complejo KP1019 entré
en la fase I de ensayos clinicos en 2004, en los cuales obtuvo resultados
prometedores: 5 de cada 6 pacientes evaluados experimentaron estabilizacion de su
enfermedad y el tratamiento solo iba acompaiiado de una ligera toxicidad.'®

Figura S. Estructura del complejo KP1019

El desarrollo de este compuesto estuvo acompafiado de un extenso estudio sobre
su reactividad quimica y su mecanismo de accion. El KP1019 es lo suficientemente
estable en disolucion acuosa para poder ser administrado por via intravenosa, lo que
resulta ser un requisito importante para los ensayos clinicos. Al igual que la mayoria
de los complejos basados en metales de transicion, el KP1019 y sus derivados
mostraron una gran afinidad por los centros coordinativos que se encuentran en
proteinas y ADN. Se determind que este compuesto actuaba frente a las células
cancerosas por un mecanismo diferente al propuesto para el cisplatino, por lo que es
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de suponer, y es muy interesante, que actuaria en aquellas células y estadios de
., . . . . 1
evolucion celular en donde el cisplatino es inactivo.'’

El tercer gran grupo de compuestos en donde actualmente se ponen mas
esperanzas para desarrollar un nuevo firmaco anticancerigeno son los complejos tipo
Ru(Il)-areno. La geometria de coordinacion de este tipo de compuestos se describe
como semi-sandwich, pseudo-octaédrica o de silla de pianista. En estos compuestos
el ligando areno aporta seis electrones al enlace y satura tres posiciones de
coordinacién en el metal. Los ligandos areno estabilizan el estado de oxidacion +2
del rutenio, dejando tres posiciones de coordinaciéon que pueden ser ocupadas por
una gran variedad de ligandos que pueden ser involucrados en una cadena de
reacciones sin que por ello cambie el estado de oxidacion del metal y se rompa el
enlace con el areno. De esta familia de compuestos destacan aquellos publicados por
Sadler y Dyson, que muestran una elevada actividad anticancerigena tanto in vitro
como in vivo."® De entre este tipo de compuestos destaca el llamado RAPTA-C, [(n°-
p-cimeno)RuCIl,(PTA)], el cual incorpora el ligando PTA (1,3,5-triaza-7-
fosfaadamantano) (Figura 6).

cw"i ‘< /\N

L\/>

Figura 6. Estructura del complejo RAPTA-C

A partir de este primer compuesto se desarroll6 toda una familia de complejos
RAPTA de formula general [( 71 °-areno)RuX»(PTA)] (X = Cl o un quelato
dicarboxilado). La activacion in vivo de los compuestos RAPTA se cree que ocurre
por hidrélisis de los ligandos cloruro dependiendo del pH y de la cantidad de
cloruros presentes en la disolucion.'” De entre todos los sintetizados destaca el
RAPTA-C ya que presenta un incremento de la citotoxicidad.

En general, la presencia del ligando PTA vy sus derivados® (mPTA, dmPTA,
HdmoPTA, dmoPTA) (Figura 7) confiere a los compuestos que los incorporan una
mayor solubilidad en agua. También son responsables de un aumento de la
selectividad de estos compuestos frente a lineas celulares tumorales.”! De entre ellos,
el ligando dmoPTA puede coordinarse por el atomo de fosforo y de forma quelata a
través de los atomos (CH3)N, coordinandose de una forma cis al metal tal y como
estan los NH; en el cisplatino, y por lo tanto emulando su estructura. La posibilidad
de coordinarse tanto por el &tomo de P como por los de N permite a este ligando
hacer de puente entre dos atomos metélicos diferentes dando lugar a complejos
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bimetalicos suficientemente estables en donde se combinan en un solo complejo las
propiedades antiproliferativas de ambos metales. Mdas alld de suponer una
superposicion de actividad de ambos metales, es previsible que se produzca un efecto
sinérgico o en tandem entre ellos, siendo por lo tanto diferentes a los conocidos hasta
el momento en cuanto a sus propiedades antiproliferativas.

0 o 7 e
N/ LN\\//\LTT\//\LN-\--T/\ TV\

PTA mPTA dmPTA HdmoPTA dmoPTA

Figura 7. Estructura del ligando PTA y sus derivados

Las posibilidades que ofrece este ligando ha permitido al grupo en donde se ha
realizado este trabajo fin de master disefiar y sintetizar nuevos compuestos de
coordinacion que combinen los altos valores de actividad anticancerigena asociados
a los compuestos Ru(Il)-areno con aquellas de otros metales de transicion. Todos los
miembros de la familia de complejos sintetizados hasta el momento, de formula
general [RuCp(X)(L)(L’)]"" (X = Cl, I; L = PPhs; L’ = PTA, mPTA, dmpPTA,
HdmoPTA, dmoPTA), han mostrado una elevada actividad. Los que han presentado
hasta el momento una mayor actividad antiproliferativa son el complejo
monometalico  [RuCp(HdmoPTA)(PPh3),](SOsCF3), ** 'y los bimetalicos
[RuCp(PPhs),-pu-dmoPTA-1kP:2k*N,N-MCL)](SOsCF35) (M = Co, Zn),* ** que
presentan actividades superiores en algunos casos en mas de 200 veces al cisplatino.

No obstante hasta el momento no ha sido posible sintetizar los complejos en
donde se combine el Ru con aquellos metales conocidos con mayor actividad, y en
particular el Pt. Debido al alto precio de este metal y a sus propiedades coordinativas
se penso inicialmente sintetizar el complejo equivalente con Pd(II), [RuCp(PPh;),-p-
dmoPTA-1kP:2k*N,N-PdC1,)](SOsCF3) * (A), que como se ha comentado
anteriormente, es el metal que mas se asemeja al Pt(Il) y, por tanto, el que podria
presentar unos valores de actividades antiproliferativas mas parecidas al cisplatino
sin presentar necesariamente sus desventajas. La sintesis y caracterizacion de este
complejo y el estudio de sus propiedades en disolucion constituyd mi Trabajo Fin de
Grado.

En este trabajo, sin embargo, y una vez adquiridas las competencias y
conocimientos necesarios en mi TFG, se planted ir més alld y obtener el complejo
con Pt(II), puesto que seria el metal del que se espera mayor actividad
anticancerigena, pero ademas el complejo obtenido podria presentar un mecanismo
doble de accion: uno para le Ru y otro para el Pt. Esta posibilidad, de confirmarse,
haria que el complejo fuera activo en un mayor niimero de sistemas celulares
cancerosos, asi como en estadios avanzados de las células en donde los complejos de
Pt no son activos.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos que se plantearon para la consecucion del presente Trabajo Fin de

Master fueron los siguientes:

Intentar coordinar una unidad de Pt(Il) a los 4&tomos (CH3)N del complejo
[RuCp(HdmoPTA)(PPh;);]

Conseguir aumentar la solubilidad de los productos incorporando el
ligando PTA al complejo [RuCp(HdmoPTA)(PPhs),].

En caso de obtener el anterior objetivo, intentar coordinar unidades
complejas de Pd(II) y el Pt(Il) a los &tomos (CH3)N del complejo.

Llevar a cabo la caracterizacion estructural de los complejos sintetizados.
Caracterizar de forma absoluta tantos compuestos como sean posibles
mediante difraccion de rayos-X de monocristal.

Estudiar la actividad antiproliferativa de todos los complejos sintetizados
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5.METODOS EXPERIMENTALES

5.1. EQUIPOS Y REACTIVOS

Para la realizacion de este Trabajo Fin de Master se han utilizado los equipos e
instalaciones del Grupo de Investigacion de “Quimica de Coordinacion,
Organometalica y Fotoquimica” (FQM-317) del Area de Quimica Inorganica del
Departamento de Quimica Fisica, Bioquimica y Quimica Inorginica de Ila
Universidad de Almeria, de los Servicios Centrales de Investigacion y del Centro de
Investigaciones Solares (CIESOL).

Los espectros de infrarrojo realizados se han llevado a cabo en un espectrometro
modelo FT-IR Bruker Vertex 70 y la intensidad de las bandas se ha indicado como:
= fuerte, m = medio, d = débil. Las medidas de analisis elemental se han registrado
en un Analizador Elemental de CHNS Elementar Vario Micro. Los espectros de
RMN realizados se han registrado con un equipo Bruker Nanobay Avance III HD
300 MHz resonando a 300,13 MHz ('H), 75,47 MHz (*°C) y 121,49 MHz (*'P),
respectivamente, y un equipo Bruker Avance III HD 500 MHz resonando a 500,13
MHz ('H), 125,76 MHz (**C) y 202,46 MHz (*'P). Los desplazamientos quimicos se
han expresado en ppm (partes por millon), las constantes de acoplamiento (J) en Hz
(Hertzios), y la multiplicidad de las sefiales de la siguiente manera: singlete (s),
doblete (d), triplete (t), m (multiplete) y doble doblete (dd). Todas las figuras de
espectros se encuentran en el Anexo 1: Datos espectroscopicos. Las medidas de
difraccion de rayos-X de monocristal se han realizado en un equipo Bruker APEX-II
CCD que usa una radiacion K, (Ac, = 1.5604 A), las estructuras cristalinas han sido
resueltas usando el programa SHELX-XT?® y el refinamiento se ha realizado usando
el software Olex2?’. Los ensayos de actividad bioldgica han sido realizados por el
Dr. José Padrén en el Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzalez,
Universidad de La Laguna, Islas Canarias

Todas las reacciones han sido llevadas a cabo en una campana de gases, utilizando
la doble linea para trabajo bajo nitrdgeno y vacio haciendo uso de las técnicas de
Schlenk. Todos los reactivos que se han utilizado en el desarrollo de este trabajo son
los siguientes: cloruro de tetrakis (hidroximetil) fosfonio (THPC); NaOH (>99%),
Acros Organics; formaldehido (37% en agua), Sharlau; hexametilentetramina
(>99%), Sigma Aldrich, Silica (Celite™), Sigma-Aldrich; PTA,* triflato de metilo
(CH3SO5CF3, >99%), dmPTA,” triflato de plata (AgSO;CFs, >99%), Sigma Aldrich;
tert-butoxido de potasio (‘BuOK, >97%), Sigma Aldrich, [RuCICp(PPhs),], %
[RuCp(PPhg)z(HdmoPTA)] (SO3CF3)2, [RuCp(PPh3)2(dmoPTA-KP)] (SO3CF3),25
[RuCp(PPh;),-p-dmoPTA-1kP:2k*N, N -PdCl,)](SO;CF5) (A),”
[RuCICp(PPh3)(PTA)], 30 tetracloropaladato(II) de tetrabutilamonio
(NBuy),[PdCL], ' tetracloroplatinato(Il) de potasio (K,[PtCly], >99%), Precious
Metals; dimetilsulfoxido (DMSO, > 99.7%), Fisher Scientific; tetracloroplatinato(Il)
de tetrabutilamonio (NBug)2[PtCls],*" dicloro (1,5- ciclooctadieno) platino(II)
[PtC1,(COD)], ** dicloro (1,5- ciclooctadieno) paladio(I) [PdCl,(COD)],’
[PtCl,(DMSO),].*
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Todos los disolventes orgédnicos: THF, 34 E‘[OH,35 MeOH, 36 CHC13,37 Et20,38
CH2C12,39 DMF,4° DMSO,41 acetona, 42 n-pentano43 y tolueno** han sido secados
siguiendo los métodos descritos en bibliografia; al igual que el agua MilliQ ha sido
desoxigenada previamente a ser usada.

5.2. SINTESIS

5.2.1. Sintesis de [RuCp(PPh3)2-u-dmoPTA-IKP:2K2N,N -PtCl,)|(SO3CF3) (1) y
[RuCp(PPhs),-p-dmoPTA-1kP:2k*N,N’-PtCI(DMSO0-kS)](CL,)(2)

Para la sintesis del complejo [RuCp(PPhs),-pu-dmoPTA-1kP:2k*N,N -
PtCl,)](SO5;CF3) (1) se disolvieron 60 mg de [RuCp(PPh;3),(dmoPTA-kP)](SO;CF;)
(0,059 mmol) en 10 mL de MeOH seco. A esta disolucion, siempre con agitacion, se
le afiadio gota a gota una disolucion de 24,6 mg de K;[PtCly] (0,059) en 200 pL de
H,0O y se mantuvo la agitacion durante 30 minutos. El precipitado de color amarillo
que se formo, se filtrd por succion, se lavo con Et,O (3 x 20 mL) y se seco al aire.

Rendimiento: 40,9 mg (54%). Andlisis elemental para C49HsF3N3;03;P3RuS;PtCl,
(PM = 1278,98 g-mol'l). Calculado: C 46,01; H 4,02; N 3,29; S 2,51. Encontrado: C
4592; H 5.42; N 3.14; S 2,39. IR: 3063 (d, Ca,-H), 2922 (d, C-H), 2362 (m, PPhj3),
1434 (m, das(car.m), 1277-1159 (d, SO;CF3), 1099-1031 (m, C-N) (Figura A1.1). 'H
RMN (300.13 MHz, MeOD-d,, 25°C) & (ppm): 2,02 (6H, s, NCHj3), 2,70-3,23 (6H,
m, PCH,N), 3,6 (4H, m, NCH;,N), 4,88 (5H, s, Cp), 6,95-7,67 (30H, m, aromaticos,
PPh;) (Figura A1.2). >'P{'"H} RMN (121,49 MHz, MeOD-d,, 25°C) & (ppm): -10,35
(dd, *Jep = 38,78Hz, “Jec = 45Hz, dmoPTA), 41,84 (d, >J,,= 39,15Hz, PPh;) (Figura
Al.3).

El complejo 2 se sintetizd del mismo modo que el complejo 1, salvo que antes de
filtrar el precipitado se afiadid gota a gota 40 uL. de DMSO (0,532 mmol) y se
mantuvo en agitacion durante 24 horas. El producto precipitado se filtré por succion,
se lavo con Et;O (3 x 20 mL) y se dejo secar al aire.

Rendimiento: 48 mg (58%). Analisis elemental para CsoHs7N3;OP3;RuSPtCl; (PM
= 1243,50 g-mol'l). Calculado: C 48.29; H 4.62; N 3,38; S 2.58. Encontrado: C
48.07; H 4.39; N 3.16; S 2.43. IR: 3087 (d, Ca-H), 2924 (d, C-H), 2362 (m, PPh;),
1486 (m, dascar-m)), 1100 (m, C-N), 1010 (m, DMSO) (Figura Al.4). 'H RMN
(300.13 MHz, DMSO-ds, 25°C) & (ppm): 2,26 (6H, s, NCHs;), 2,69-3,26 (6H, m,
PCH,N), 3,58-4,26 (4H, m, NCH)N), 5,04 (5H, s, Cp), 6,69-7,70 (30H, m,
aromaticos, PPhs) (Figura A1.5). *'P{'H} RMN (121,49 MHz, DMSO-ds, 25°C) &
(ppm): -13,86 (dd, “Jep = 38,78Hz, “Jpc = 44,68Hz, dmoPTA), 39,13 (d, *J,, =
39,96Hz, PPh;) (Figura A1.6).

5.2.2. Sintesis de [RuCp(PPh3)(PTA)(dmoPTA-kP)] (SO;CF3) (3)

A una disolucion de 100 mg de [RuCp(HdmoPTA)(PPhs)(PTA)](SOsCF3), (4)
(0,095 mmol) en 30 mL de MeOH seco se le afiadio 18,62 mg de 'BuOK (0,166
mmol) bajo agitacion. A los 30 minutos la disolucion se evaporo a presion reducida
hasta sequedad, se disolvié en CHCls y se filtr6 por gravedad. Se concentrd hasta un
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cuarto del volumen y se precipitdo con 20 mL de Et,O. El precipitado se filtrd y se
lavé con Et,O (3 x 20 mL), secandose al aire.

Obtencion de monocristales: se obtuvieron monocristales de 3 adecuados para ser
medidos por difraccion de rayos-X de monocristal mediante la técnica de difusion de
vapores. Para ello se afiadieron 2,1 mg de ‘BuOK (0,0189 mmol) a una disolucién de
10 mg de [RuCp(HdmoPTA)(PPh3)(PTA)](SO;CF3); (4) (0,0095 mmol) en 2 mL de
MeOH, la cual se agit6 durante 15 minutos y se llevo a un vial colocado dentro de un
vaso de precipitado con 20 mL de Et,O (Figura 18), donde, por difusién de vapores
se formaron monocristales.

Rendimiento: 37,8 mg (44%). Anélisis elemental para C37H43F3N¢O3P3RuS (PM =
907,87 g-mol'l). Calculado: C 48,95; H 5.33; N 9,26; S 3,53. Encontrado: C 48.83; H
5.12; N 8.97; S 3.26. IR: 3084 (d, Ca-H), 2939 (d, C-H), 1435 (m, das(car.w)), 1261-
1224 (f, SO;CF3), 1156-1090 (m, C-N) (Figura A1.7). '"H RMN (500.13 MHz,
MeOD-dy, 25°C) & (ppm): 2,18 (6H, s, NCH3 (dmoPTA)), 2,48-3,23 (6H, m, PCH,N
(dmoPTA)), 3,33-3,57 (4H, m, NCH,;N (dmoPTA)), 3,99 (6H, m, PCH;N (PTA)),
4,44 (6H, m, NCH,N (PTA)), 5,04 (5H, s, Cp), 7,03-7,91 (15H, m, aromaticos, PPh;)
(Figura A1.8). “C{'H} RMN (125,76 MHz, MeOD-d,, 25°C) & (ppm): 44,05-44,11
(s + s, NCH;3 (dmoPTA)), 47,62 (m, PCH,N (dmoPTA)), 58,2 (d, “Jpc = 15,37Hz,
NCH;N (dmoPTA)), 73,02 (s, PCH,N (PTA)), 75,06 (s, NCH,N (PTA)), 84,90 ppm
(s, Cp), 130,11-134,60 ppm (m, aromaticos, PPhs) (Figura A1.9).’'P{'H} RMN
(202,46 MHz, MeOD-d,, 25°C) 6 (ppm): -37,53 (dd, 2Jpp= 36,4Hz, PTA), 5,50 (dd,
2Jpp =36,7Hz, dmoPTA), 50,04 (dd, 2Jpp= 34,7Hz, PPh;) (Figura A1.10).

5.2.3. Sintesis de [RuCp(HdmoPTA)(PPh;)(PTA)](SO;CF3); (4)

A una disolucion de 500 mg de [RuCICp(PPh3)(PTA)] (0,86 mmol) en 90 mL de
MeOH seco se le afiadio gota a gota una disolucion de 213,26 mg de AgSO;CF;
(0,83 mmol) en 30 mL de H,O y protegido de la luz se agit6 durante 30 minutos. El
precipitado blanco formado se filtr6 bajo atmosfera inerte a través de una placa con 5
cm de celita, la cual se lavdo con MeOH seco (2 x 20 mL). En las aguas de filtrado
obtenidas se disolvieron 575,94 mg de dmPTA (1,11 mmol) y la disolucion se
calentd6 a 50°C durante 1 hora. La disolucion resultante se enfrid a temperatura
ambiente, se evaporo a presion reducida hasta enturbiamento, momento en el que se
dej6 cristalizar al aire.

Rendimiento: 737,62 mg (81%). Analisis elemental para Cs;sH49FsNgOgP3RuS,
(PM =1057,95 g-mol'l). Calculado: C 38,78; H4,17; N 6,96; S 7,96. Encontrado: C
38.63; H 3,98; N 6,72; S 7,69. IR: 3106 (d, Ca-H), 1432 (m, dascacm), 1251-1193
(f, SO;CF3), 1104-1019 (m, C-N) (Figura A1.15). '"H RMN (300.13 MHz, MeOD-
ds, 25°C) & (ppm): 2,46 (6H, d, NCH; (dmoPTA)), 2,91-3,18 (6H, m, PCH,N
(dmoPTA)), 3,38-3,71 (4H, m, NCH,N (dmoPTA)), 3,83-4,14 (6H, m, PCH,N
(PTA)), 4,34 (6H, m, NCH,N (PTA)), 5,31 (5H, s, Cp), 7,14-7,80 (15H, m,
aromaticos, PPhs) (Figura A1.16). *'P{'H} RMN (121,49 MHz, MeOD-d,, 25°C) &
(ppm): -26,42 (dd, *Jpp = 36,22Hz, “Jpc = 38,21Hz, PTA), -4,67 (dd, “Jpp= 35,22Hz,
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%Jpc = 38,96Hz, dmoPTA), 45,98 (dd, *Jpp= 35,04Hz, *Jpc = 38,97Hz, PPh;) (Figura
A1.17).

5.2.4. Sintesis de [RuCp(PPh3)(PTA)-u-dmoPTA-IKP:ZKZN,N >-PdCl1,)](SO;CFs3)
(6), [RuCp(PPh3)(PTA)-p-dmoPTA-1kP:2k*N,N’-PtCL](SO;CF3) (7)y
[RuCp(PPh3)(PTA)-pn-dmoPTA-1kP:2k*N,N’-Pt(COD)|(SO;CF3)(Cl); (8)

Los complejos 6, 7 y 8, se sintetizaron por reaccion de una disolucion de 100 mg
de [RuCp(HdmoPTA)(PPh3)(PTA)](SO3;CF3), (4) (0,095 mmol) en 35 mL de MeOH
seco con 21,32 mg de ‘BuOK (0,19 mmol). La disolucién se agit6 durante 30
minutos, transcurridos los cuales se afadieron 69,6 mg de (NBuy),[PdCls] (0,095
mmol), 77,9 mg de (NBuys),[PtCls] (0,095 mmol) y 35,5 mg de [PtCl,(COD)] (0,095
mmol), agitdndose durante otros 30 minutos. El precipitado formado se filtro6 por
succion, se lavo con Et,O (3 x 20 mL) y se dejo secar al aire.

6. Rendimiento: 452 mg  (44%). Analisis elemental  para
C37H48F3N603P3RUSPdC12 (PM = 1085,19 g-mol'l). Calculado: C 40,95, H 4,46; N
7,74; S 2,95. Encontrado: C 40.73; H 4.22; N 7.45; S 2,64. IR: 3079 (d, Ca-H), 2962
(d, C-H), 1435-1384 (m, dascar-n)), 1258 (f, SO3CF3), 1160-1031 (m, C-N) (Figura
A1.18). 'H RMN (300.13 MHz, DMSO-dg, 25°C) & (ppm): 2,09 (6H, s, NCHj;
(dmoPTA)), 2,73 (6H, m, PCH,N (dmoPTA)), 3,13-3,22 (4H, m, NCH,N (dmoPTA)),
3,86 (6H, m, PCH,;N (PTA)), 4,36 (6H, m, NCH,N (PTA)), 5,29 (5H, s, Cp), 7,15-
7,76 (15H, m, aromaticos, PPhs) (Figura A1.19). *'P{'"H} RMN (121,49 MHz,
DMSO-ds, 25°C) & (ppm): -39,44 (dd, *J,, = 36,63Hz, PTA), -2,29 (dd, *J,, =
35,91Hz, dmoPTA), 48,04-50,65 (dd, PPh;) (Figura A1.20).

7. Rendimiento: 56 mg (50%). Analisis elemental para Cs;7H3F3NgO3P3;RuSPtCl,
(PM =1173,85 g~mol'1). Calculado: C 37,86; H4,12; N 7,16; S 2,73. Encontrado: C
37,49; H 3,98; N 6,84; S 2,51. IR: 3109 (d, Ca-H), 2971 (d, C-H), 1478 (m, das(car.
), 1251 (f, SO3CF3), 1159-1023 (m, C-N) (Figura A1.21). '"H RMN (500.13 MHz,
DMSO-de, 25°C) & (ppm): 2,10 (6H, s, NCH; (dmoPTA)), 2,71 (6H, m, PCH,N
(dmoPTA)), 2,99 (4H, m, NCHoN (dmoPTA)), 3,87 (6H, m, PCH,N (PTA)), 4,33
(6H, m, NCH,N (PTA)), 5,06 (5H, s, Cp), 7,13-7,73 (15H, m, aromaticos, PPhs)
(Figura A1.22). *'P{'"H} RMN (202,46 MHz, DMSO-ds, 25°C) & (ppm): -37,54 (dd,
*Jop=36,58Hz, PTA), 7,91 (dd, °J,, = 36,69Hz, dmoPTA), 51,98 (dd, >J,,= 34,91Hz,
PPhs) (Figura A1.23).

8. Rendimiento: 90,2 mg (74%). Analisis elemental  para
C4sHeoF3NgO3PsRuSPtCl, (PM = 1282,03 g'mol™). Calculado: C 42,16; H 4,72; N
6,56; S 2,50. Encontrado: C 41,92; H 4,49; N 6,27; S 2,31. IR: 3063 (d, Ca,-H), 2967
(d, C-H), 1486 (m, dasccarm)), 1264 (f, SO3CF3), 1163-1027 (m, C-N) (Figura
A1.24). 'H RMN (500.13 MHz, MeOD-ds, 25°C) & (ppm): 2,16 (6H, s, NCHj
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(dmoPTA)), 2,55 (8H, m, COD), 2,95-3,10 (6H, m, PCH,N (dmoPTA)), 3,24-3,35
(4H, m, NCH,N (dmoPTA)), 3,83-4,12 (6H, m, PCH,N (PTA)), 4,45 (6H, m, NCH,N
(PTA)), 5,24 (5H, s, Cp), 5,56 (4H, m, COD), 7,20-7,79 (15H, m, aromaticos, PPhj)
(Figura A1.25). *'P{'"H} RMN (202,46 MHz, MeOD-dy4, 25°C) & (ppm): -40,38 (dd,
*Jop= 31,72Hz, PTA), -3,62 (dd, *J,, = 33,61Hz, dmoPTA), 46,69 (dd, *J,, = 37Hz,
PPh;) (Figura A1.26).

5. 3. Estructura cristalina de [RuCp(PPh;)(PTA)(dmoPTA-kP)](SO;CFj3)
3)-

Los monocristales obtenidos de 3 fueron de la calidad suficiente para la
determinacion de su estructura cristalina (Figura 8) por difraccion de rayos-X de
monocristal. Los datos cristalograficos y de refinamiento (Tabla A2.1), las distancias
de enlace (Tabla A2.2) y los angulos de enlace (Tabla A2.3) se encuentran en el
Anexo 2.

Figura 8. Estructura cristalina de 3 (los hidrégenos, el contraion y el disolvente se
han eliminado por claridad).

5. 4. Protonacion de [RuCp(HdmoPTA)(PPh;)(PTA)](SO;CF3), (4):
formacion de [RuCp(HdmoPTA)(HPTA)(PPh;)] (SO3CFj3); (5) como
monocristlaes.

Se protonaron con 2 equivalentes de HSO3;CF; (0.19 mmol) 10 mg de 4 (0.095
mmol) previamente disueltos en 0.5 mL de D,O un tubo de RMN de 0.5 mm.
Mediante *'P{'"H} NMR se observd como la sefial correspondiente al HdmoPTA
practicamente no variaba mientras aquella debida a HPTA se desplaza a campo alto,
contrariamente a lo observado hasta el momento cuando el PTA se protona. En el
tubo de RMN se formaron cristales adecuados para su determinacion por difraccion
de rayos-X de monocristal.

La resolucion de la estructura cristalina confirm6 que se ha formado un nuevo
complejo en donde los ligandos PTA y dmoPTA estan protonados (5) (Figura 9).
Los datos cristalograficos y de refinamiento (Tabla A2.4), las distancias de enlace
(Tabla A2.5) y los dngulos de enlace (Tabla A2.6) se encuentran en el Anexo 2.
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Figura 9. Estructura cristalina de 5§ (los hidrogenos, las moléculas de contraion y el
disolvente se han eliminado de la estructura por claridad)

5.5. REACTIVIDAD FRENTE A AIRE (OXiGEN 0Y NITROGENO de
[RuCp(PPh;),-n-dmoPTA-1kP:2k>N,N’-Pt(Cl)(DMSO-kS)|(Cl,) (2).

Los distintos ensayos de reactividad se han llevado a cabo en DMSO-dg y una
mezcla 50:50 DMSO-d¢-D,0. Cada ensayo se ha realizado tanto en atmosfera de N,
como bajo atmosfera de aire.

* En un tubo de RMN de 5 mm se disolvieron 10 mg de 2 (0,006 mmol) en 0,5
mL de DMSO-dg bajo atmoésfera de N, y se estudio la evolucion de la reaccion
mediante *'P{'H} NMR.

g JLJ S | A PSS i, ty;=4h
.._,,_.,.,,,..._M.._n..._,»wh- e rsssns e sl s nosa S o s e sl s = 3h
WMJ | il - t,=2h
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| i
. ']ll 4
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Figura 10. °'P{'"H} NMR de 2 en DMSO-dg bajo atmésfera de N..

* Igual bajo aire:
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Figura 11. *'P{'H} NMR de 2 en DMSO-d; bajo aire.

* Igual en una mezcla 50:50 DMSO-de-D,0 bajo N,:
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t;=2h
VRN ¥ N— ,_1 . 2
| ‘ t;=1h
S T j T i "
l . to
et e Pt et . N—— -

60 50 40 30 20 10 0 10 =20 ppm
Figura 12.*'P{'H} NMR de 2 en DMSO-ds-D,0 bajo N..

* En una mezcla 50:50 DMSO-ds- D,O bajo aire:
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Figura 13.*'P{'H} NMR de 2 en DMSO-ds-D,0 bajo aire.

5.6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

En estos ensayos se utilizaron las lineas de células tumorales sélidas humanas
A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. Las células se mantuvieron en
matraces de cultivo de 25cm” en RPMI 1640 complementadas con un 5% de suero de
ternera fetal inactivado por calor y 2 mM de L-glutamina en una incubadora de aire a
37°C, al 5% CO,, 95% humidificada. Las células en crecimiento exponencial fueron
tripsinizadas y resuspendidas en un medio que contiene antibioticos (100 unidades de
penicilina G y 0,1 mg/mL de estreptomicina). Posteriormente se separaron las
suspensiones de una sola célula que mostraban una viabilidad del 97% por exclusion
con el colorante azul Trypan. Después de contar, se hicieron diluciones para dar las
densidades de células apropiadas para la inoculacion en placas de microtitulacion de
96 pocillos. Se inocularon las células en un volumen de 100 pL por pozo a
densidades de 2500 células por pozo (A549, HBL-100 y HeLa) y 5000 células por
pozo (SW1573, T-47D y WiDr), en funcién de sus tiempos de duplicacion. Los
compuestos fueron inicialmente disueltos en DMSO a 400 veces la concentracion
maxima deseada para el ensayo final. Las células de control fueron expuestas a una
concentracion equivalente de DMSO (0.25% v/v, control negativo). Cada compuesto
se probo por triplicado en diferentes diluciones en el rango de 1-100 um. El
tratamiento del compuesto se inicid6 un dia después del crecimiento celular. Los
tiempos de incubacion fueron 48 horas, después de ese tiempo, las células se
precipitaron con 25 uL de TCA enfriado con hielo (50% p/v) y se fijaron durante 1
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hora a 4°C. Después se realizo el ensayo SRB. La densidad optica (OD) de cada pozo
fue medida a 530 nm, utilizando un lector de absorbancia de microplaca PowerWave
XS de BioTek. Los valores fueron corregidos para valores de OD de fondo que so6lo
contenian medio celular.

Linea celular

Compuesto A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr
(Pulmon) (Mama) (Cérvix) | (Pulmoén) | (Mama) | (Colon)

1 1.3 0.93 0.08 0.34 2.2 1.4
(£0.12) (£0.12) | (£0.014) | (£0.04) | (*0.29) | (£0.2)

2 0.28 0.25 0.03 0.028 0.32 0.38
(£0.026) | (£0.052) | (£0.0034) | (£0.012) | (£0.024) | (£0.071)
3 > 100 >100 | 86(*19) | 61 (x6.7) | >100 | >100
6 > 100 >100 | 53(@4.1) | 48@&l) | >100 | >100
7 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 | >100
8 31(£1.3) | >100 | 97 (+4.4) | 33(32.9) | >100 |61 (22.8)

Cisplatino | 4.9 (£0.2) | 1.9 (®0.2) | 1.8 (£0.5) | 2.7 (20.4) | 17 (£3.3) | 23 (24.3)

Tabla 1. Valores de Glsp en uM (£SD) para lineas de células tumorales s6lidas
humanas de algunos de los complejos sintetizados, comparados con el cisplatino.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de llevar a cabo el primer objetivo propuesto para este trabajo, se
estudi6 la forma de coordinar la unidad compleja {PtCl,} a [RuCp(PPhs)>(dmoPTA-
KP)]|(SO;CFs). Para ello, inicialmente se realizaron numerosas pruebas mediante la
reaccion entre el compuesto de partida y el complejo [PtCl,(COD)]. La eleccioén de
este complejo se debe a sus propiedades: se solubiliza en los mismos disolventes del
complejo de partida y su ligando COD es un ligando mas 1abil que los cloruros. Con
el fin de aprovechar esas propiedades se llevaron a cabo diversas pruebas variando
los equivalentes molares de [PtCl,(COD)], el disolvente y la temperatura. Sin
embargo, en ninglin caso se consigui6 aislar el complejo buscado del gran numero de
productos formados.

Se consideré que la formacion de este gran nimero de productos podria ser
consecuencia del impedimento estérico producido por el ligando COD que impedia
una reaccion directa con un complejo voluminoso como el de rutenio de partida. Por
lo tanto, se considerd que era necesario cambiar la estrategia utilizando un complejo
de Pt(Il) con ligandos mas pequeios. Aunque el complejo K,[PtCls] presenta
solubilidad diferente al complejo de partida, se considerd que podria ser una buena
alternativa. La reaccidon realizada en wuna mezcla MeOH/H,O entre
[RuCp(PPh3),(dmoPTA-kP)]|(SOs;CF3) y K,[PtCly] llevo a un precipitado de color
amarillo que se caracteriz6 como el complejo 1 (Esquema 1) por andlisis elemental,
IR y RMN.

@ (CF3S03) @ (CF3S03)

PhaP™ 7" pph, K2[PtCl4] (ac.) " /
77N - U
\ MeOH
AL © <N N

/ . Ptl\

|/ ~c

Esquema 1. Reaccion para la sintesis de 1

Mediante RMN se confirmo6 la formacion del producto de coordinacion: el primer
indicio vino del espectro >'P{'H} (MeOD-d,) en donde sélo se observan dos sefiales:
un doble doblete a -10.35 ppm que corresponde al P del ligando dmoPTA y un
doblete a 41.84 ppm caracteristico de los fosforos de los grupos magnéticamente
equivalentes PPh; (Figura A1.3) que tienen desplazamiento quimico diferente con
respecto al comlejo de partida [RuCp(PPh;3),(dmoPTA-kP)](SO;CF;): el ligando
dmoPTA en 1 se desplaza hacia campo alto. En el espectro 'H (MeOD-d,) se observa
un singlete a 2.02 ppm que integra por 6H, debido los CH3N-dmoPTA y cuyo
desplazamiento quimico corrobora la coordinacion del atomo de Pt(I) entre dichos
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nitrogenos desplazandose también hacia campo mas alto en relacion al complejo de
partida (Figura A1.2). En el espectro IR de 1 se observa una banda de intensidad
fuerte entre 1277-1159 cm™ que corresponde a los grupos SO;CF; que actian de
contraion (Figura Al.1), confirmando que la carga del complejo resultante no era
neutra.

La solubilidad de 1 en MeOH, CHCls, acetona y H,O resultd ser muy baja. Fue
durante las pruebas de solubilidad que, usando DMSO, se apreci6 la formacion de
otra especie que resultd ser mas soluble que 1 en ese disolvente. El desplazamiento
quimico de las sefales en el espectro *'P{'H} RMN, junto con las sefiales del
infrarrojo hizo suponer que el complejo que se habia formado correspondia a un
nuevo complejo en donde un ClI coordinado al Pt se habia substituido por un DMSO.
Desafortunadamente, a falta de una estructura cristalina resultaba imposible
caracterizar completamente el complejo. Por lo tanto, se hizo reaccionar el complejo
de partida [RuCp(PPh;3),(dmoPTA-kP)](SOsCF3) con el complejo de platino
[PtC1,(DMSO),]*. ya que incorpora el ligando DMSO.

Entre los productos que se obtuvieron de esta reaccion, el mayoritario
correspondia al producto obtenido disolviendo 1 en DMSO. Sin embargo, no se pudo
aislar debido a la presencia de productos secundarios de la reaccion que no fueron
posible eliminar. Ello nos empuj6 a cambiar el método de sintesis: se procedi6 con el
mismo protocolo usado para sintetizar 1 pero afiadiendo DMSO (9 equivalentes) al
medio de reaccion. De esta forma se llegd a obtener y aislar el complejo 2 (Esquema
2).

@ (CF3S03) @ (Clp)

|
Ru «Ru

PhBP“y \ppha 1) Ko[PtCly] (ac.) Ph3P‘/ \pphs
Vi 2)9eq. DMSO Vi
N‘/ > MeOH, 24h agitacién N~/ >
</N \N </N‘ ’N
N PN\
cl” >DMSO

Esquema 2. Reaccion para la sintesis de 2

En el espectro de IR de 2 se observa sobre unos 1110 cm™ una banda fuerte que
corresponde al grupo S=O (Figura Al.4), lo que confirmd su presencia en la
composicion del complejo. Los experimentos de RMN realizados apoyaron la
estructura propuesta para el complejo, que es bastante parecida a la del complejo 1
salvo por la ausencia de aniones triflato actuando como contraion, ya que en este
caso serian dos aniones cloruro, y por la presencia del grupo DMSO previsiblemente
coordinado al atomo de platino. En el espectro 'H RMN (DMSO-ds) se observa un
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singlete a 2.26 ppm que integra por 6H y corresponde a los protones de los dos
grupos metilo del ligando dmoPTA y cuyo desplazamiento quimico corrobora la
coordinacion de un metal a los (CH;)N (Figura A1.5). En su espectro >'P{'"H} RMN
(DMSO-d¢) solamente aparecen dos senales al igual que para el compuesto 1: a -
13.89 ppm un doblete de dobletes debido al P del ligando dmoPTA con el
desplazamiento quimico esperado para la coordinacién del Pt, y a 39.13 ppm un
doblete correspondiente a los dos grupos PPh; (Figura A1.6).

Vista la escasa solubilidad de 2 MeOH, CHCIl;, acetona y H,O, se tuvo que
realizar su caracterizacion por RMN en DMSO-dg. Durante estos estudios se observo
que el complejo se descomponia con el tiempo a temperatura ambiente. El proceso se
estudi6 en DMSO-d¢ y en DMSO-d¢/D,O (1:1) bajo aire y atmosfera inerte
(Apartado 5.5.1), siguiéndose el curso de la reaccién mediante *'P{'"H} RMN. En el
ensayo realizado en DMSO-d¢ (Figura 10) se observa como al cabo de una hora las
sefiales debidas a 2 empiezan a disminuir de intensidad, acompafiadas por la
aparicion de PPh; libre (17.2 ppm) y de otras dos sefiales (43.12 ppm, d; 6-26.8 ppm,
dd) que, debido a sus multiplicidades y desplazamientos quimicos podrian
corresponder al complejo [RuCp(PPh;),-p-dmoPTA-1kP:2kN -Pt(DMSO-kS),](Cl)s.
Pasadas tres horas de reaccion (Esquema 3) se observa que la intensidad de la sefial
correspondiente a PPh; ha aumentado y han aparecido otros dos conjuntos de
sefales, un singlete a 46.8 ppm y un doblete a -3.5 ppm, que podria corresponder al
complejo [RuCp(DMSO-kS)(PPh3)(dmoPTA-xP)](Cl). La posicion libre que deja la
PPh; saliente la ocupa previsiblemente una molécula de DMSO, el disolvente, lo que
daria lugar a una configuracién de ligandos que presentaria una multiplicidad en
RMN tal y como la observada, y que corresponde con el complejo [RuCp(DMSO-
kS)(PPhs)(dmoPTA-1kP:2k*N,N -Pt(DMSO-kS),](Cl)s. La evolucion de las sefales
se detuvo a las 24 horas.

(Ch)2 (Chs
4: :; 4: :; /—v—\ (&)
Rlu RI !
w wRU
AR PR [ peng Dlvlso"f“\PPh3
P, DMSO P, N
2 N/F > N/F + Vo + PPhy; + [PtCl,(DMSO)(PPh;)]
4/&\_,“ 4/.{\,\‘ <N~/\N>
PN\ Pt N\
¢~ bmso pMso” “DMso 7

Esquema 3. Prueba de reactividad de 2 en DMSO-dg

Las disoluciones resultantes de estos ensayos se vertieron en viales con objeto de
obtener algin cristal que nos permitiera identificar con certeza los productos
formados mediante difraccion de rayos X de monocristal. Los cristales obtenidos en
algunos de los viales resultaron ser del complejo [PtCl,(DMSO)(PPhs)] que ya estaba
descrito en bibliografia como un complejo con una elevada actividad
antiproliferativa. * Los datos cristalograficos y de refinamiento (Tabla A2.7), las
distancias de enlace (Tabla A2.8) y los angulos de enlace seleccionados (Tabla
A2.9) se encuentran en el Anexo 2.
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Figura 14. Estructura cristalina de [PtCl,(DMSO)(PPhs)] (los hidrogenos se han
eliminado por claridad)

Este resultado apoyaba nuestra idea de que los complejos diméricos que habiamos
obtenido al descomponerse podrian generar un complejo de Ru y otro de Pt, ambos
con actividad antiproliferativa. Cabe destacar que los estudios de reactividad en
DMSO-dg llevaron a los mismos resultados tanto en atmosfera de aire como bajo
nitrégeno (Figura 10 y Figura 11).

Las disoluciones del complejo 2 en una mezcla (1:1) DMSO-d¢/D,O bajo
nitrégeno y aire evolucionaron de forma similar dando lugar a los mismos productos
(Figuras 12 y 13). En este ensayo a tiempo 0 se observo que el producto formado en
la mezcla de disolventes aparecia a unos desplazamientos quimicos distintos (41.0
ppm, d; -10.7 ppm, dd) a aquellos del producto formado en DMSO, sin embargo al
cabo de una hora empieza a aparecer la sefal caracteristica de la PPh; libre a 17.2
ppm y se produce el desplazamiento de las sefiales del producto inicialmente
formado (38.7 ppm, d; -12.9 ppm, dd) hasta aquellas observadas para el producto 1.
En ese momento de la reaccion también se observan sefiales de poca intensidad de
compuestos que se estan formando, que debido a sus multiplicidades y
desplazamientos quimicos (41.8 ppm, d; -5.5 ppm, d) sugieren que el complejo 2 en
esta mezcla de disolventes también se descompone dando lugar a [RuCp(DMSO-
«kS)(PPh3)(dmoPTA-kP)](Cl). A partir de las 2 horas (Esquema 4), la evolucion del
sistema produjo solo el aumento de la intensidad de las sefales correspondientes a las
especies producto de la descomposicion mientras que las sefales asociadas al
producto 2 disminuian ligeramente su intensidad (Figuras 12 y 13). De la misma
manera que para el ensayo en DMSO-dg, de estas reacciones también se obtuvieron
monocristales de [PtCl,(DMSO)(PPh;)].

PhsP / PPhs Phsp/ “PPh, DMSO“? ~p
2 5 DMSO-D,0 P ° + PPh; + [PtCl(DMSO)PPh;)]
7N e - S
</N~¥N\ </N‘ N <INy
ot
o oo C|/Pt\0|\ 4 A

Esquema 4. Prueba de reactividad de 2 en DMSO-d¢-D,0O
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Como segundo objetivo de este trabajo se propuso aumentar la solubilidad en
agua de esta familia de complejos, y para conseguirlo se substituy6 una de las PPh;
por un PTA, dado que esta fosfina es soluble tanto en disolventes orgdnicos como en
agua y como es habitual le transferird estas propiedades al complejo del que forme
parte. Adicionalmente también podria aportar un aumento en la actividad
anticancerigena, como se ha observado en compuestos que han estado cerca de entrar
en ensayos clinicos en investigaciones anteriores (RAPTA-C). Partiendo del
complejo [RuCICp(PPhs)(PTA)], se genera una posicion de coordinacion libre por
reaccion con AgOTT, lo que facilita la incorporacion de una molécula de dmPTA que
una vez coordinada, evoluciona al ligando HdmoPTA (Apartado 5.2.3) para dar lugar
al complejo 4 (Esquema 5).

(CF3S03),
|© 1) AgSO4CF5 (ac.) l@
Ph3P""Ru\P/\N 2)1.3eq. deTA’_ Ph3P“7u\P/\N
Cl L\/) MeOH N/FP L /
\V <~‘>~,~> \
/ ‘H" \

Esquema 5. Reaccion para la sintesis de 4

En el espectro de IR de 4 cabe destacar una banda fuerte correspondiente a los
grupos SO;CF; (Figura A1.15). Los experimentos de RMN realizados confirmaron
la estructura propuesta para el complejo 4. En el espectro 'H RMN (MeOD-d,) se
observa un singlete a 2.46 ppm que integra por 6H y corresponde a los protones de
los dos grupos metilo del ligando HdmoPTA, y también se observan las sefales
debidas a los protones del ligando PTA: varios multipletes entre 3,83-4,14 ppm (6H,
PCH;N), y 4,34 ppm (6H, NCH;N) que confirman la incorporacién del PTA al
complejo de partida (Figura A1.16). En el espectro 'p{'"H} RMN (MeOD-d,)
solamente aparecen tres sefales, como era de esperar, como dobletes de doblete: la
sefial a -26.42 ppm correspondiente al P del ligando PTA, a -4.67 ppm
correspondiente al P del ligando HdmoPTA, y a 45.98 ppm la correspondiente al
fosforo del ligando PPh; (Figura A1.17).

La caracterizacion absoluta del complejo se pudo obtener mediante resolucion de
su estructura cristalina mediante difraccion de rayos X de monocristal. A pesar de las
numerosas y diversas pruebas de cristalizacion modificando temperatura, disolventes
y técnicas de cristalizacion, no se consiguié obtener monocristales de 4. Una de las
alternativas que se probaron fue protonar completamente las fosfinas mediante
protonacion de 4 con HSO;CFs y, con la esperanza que la nueva sal generada
cristalizara. Esto condujo a la obtencién de monocristales de buena calidad. La
estructura cristalina revel6 que el producto obtenido era el esperado (Apartado 5.4) el
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producto de la protonacion de 4, [RuCp(HdmoPTA)(HPTA)(PPh3)](SOsCF3)s (5)
(Figura 9).

Observando la estructura cristalina de 5 se puede observar que la esfera de
coordinacion del Ru muestra una geometria de “silla de pianista”, que confirma la
estructura esperada del complejo, formada por un anillo de ciclopentadieno (Cp), un
grupo PPhs, un ligando HPTA coordinado por el P y un ligando HdmoPTA
coordinado por el P. Las distancias de enlace Ru-Plygmopra, RU-P2pra v RU-P3ppp3
son 2.2819(15) A, 2.2833(14) A y 2.3440(13) A, respectivamente. Otro dato
importante que la resolucion de la estructura ha proporcionado es la distancia entre
ambos nitrogenos en el ligando HdmoPTA, que es 2.682(9) A. Ademss, de la
estructura se pueden determinar también los dngulos de enlace entre los fosforos de
los ligandos y el Ru, donde el angulo Plygmepra-Ru-P2upra es de 95.63(5)°, el
Plydmopta-Ru-P3ppns es de 97.07(5)° y el P2ypra-Ru-P3ppp3 €s de 97.15(5)°. Todos
estos datos concuerdan con los datos observados en los complejos predecesores
sintetizados por el grupo.”

Para confirmar que el complejo 5 mantiene la misma estructura en disolucion, ésta
se evapord hasta sequedad y fue disuelta en MeOD-d4, comprobandose por *'P{'H}
RMN que la sefial correspondiente al ligando HPTA se encontraba desplazada hacia
campo mas alto. Este desplazamiento es inusual ya que consultando en literatura
siempre que esta fosfina se protona su sefal se desplaza hacia campo mas bajo. Se
piensa que la causa que explica este cambio en el desplazamiento se deba a la
formacion de un enlace de hidrogeno con el ligando HdmoPTA.

Una vez sintetizado y caracterizado el complejo 4, el siguiente paso fue
desprotonar el ligando HdmoPTA en dicho complejo para, de la misma forma que se
hizo en compuestos 1y 2, conseguir lograr el objetivo de coordinar Pd(II) y Pt(II) en
la posiciéon de coordinacion que deja el proton eliminado, y asi posiblemente
incrementar sus propiedades anticancerigenas y citotoxicas. El complejo
desprotonado 3 se obtuvo por reaccion de 4 con 'BuOK (Esquema 6) y fue
caracterizado mediante analisis elemental, IR y RMN.

: (CF350;)2 : (CF350;)

PhgP® \PQN> N PhBP“f”\P/\N
/'\P Q | eq. Bu _ g /
4/Nhi (H__‘_ N> N\/N MeOH 4NN <‘ N>\ N’\/N

Esquema 6. Reaccion para la sintesis de 3

En el espectro de IR de 3 destaca entre 1261-1224 cm™ una banda fuerte
correspondiente a los grupos SO3;CF; (Figura A1.7). Los experimentos de RMN que
se realizaron pusieron de manifiesto la estructura propuesta para el complejo 3, que
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es practicamente idéntica a la del complejo 4 debido a que sus estructuras solamente
se diferencian en la posicion de coordinacion libre que soporta el ligando dmoPTA
en el complejo 3 y en el nimero de moléculas de triflatos como contraion. En el
espectro 'H RMN (MeOD-dy) se observa un singlete a 2.18 ppm que integra por 6H
y corresponde a los protones de los dos grupos metilo del ligando HdmoPTA
mientras que los protones correspondientes al ligando PTA se encuentran como
multipletes a dos desplazamientos quimicos distintos: 3,99 ppm (6H, PCH;N) y 4,44
ppm (6H, NCH;N) (Figura A1.8). En su espectro BC{'H} RMN (MeOD-d,) se
observan las bandas caracteristicas de los grupos que conforman la estructura como
la sefial correspondiente al ligando Cp que aparece a 84.90 ppm (Figura A1.9). Cabe
destacar como en su espectro °'P{'H} RMN (MeOD-d;) aparecen las tres mismas
sefales que para el compuesto 4 pero con diferentes desplazamientos quimicos: la
sefial correspondiente al P del ligando PTA se encuentra desplazada 11 ppm a campo
mas alto con respecto a la del complejo 4, la sefial correspondiente al P del ligando
dmoPTA se encuentra 10 ppm a campo mas bajo en relacion al complejo 4, y la sefial
asociada al P del grupo PPh; se encuentra 4 ppm desplazada hacia campo mas bajo
(Figura A1.10). Debido a su gran solubilidad y su importancia para la sintesis de sus
derivados bimetalicos se decidi6 caracterizarlo mdas extensamente realizandose
experimentos bidimensionales: COSY 'H-'H RMN (Figura A1.11), HSQC 'H-"C-
RMN (Figura A1.12), HMQC 'H-"C-RMN (Figura A1.13), HMQC 'H-*'P-RMN
(Figura A1.14), gracias a los cuales se terminan de identificar el resto de protones y
carbonos de la molécula.

La estructura de 3 se confirm6 definitivamente mediante difraccion de rayos X de
monocristal (Figura 19). Esto se consiguié afiadiendo 2 equivalentes de ‘BuOK a
una disolucion de 4 en MeOH, la cual se agitd durante 15 minutos y se llevo a un vial
colocado dentro de un vaso de precipitado con Et,O (Figura 18), donde por difusion
de vapores, se obtuvieron los monocristales de 3 que permitieron resolver y refinar
su estructura cristalina (Apartado 5.3).
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Figura 18. Montaje de difusion de vapores utilizado.
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Figura 19. Monocristal y estructura cristalina de 3

La unidad asimétrica de 3 estd constituida por un anion triflato actuando como
contraion y el complejo de rutenio con geometria de “silla de pianista” coordinado a
un Cp, un ligando PPhs, un ligando PTA y un ligando dmoPTA coordinados por sus
atomos de P. Las distancias de enlace Ru-Plgmopta, Ru-P2pra y Ru-P3ppys son
2.3067(10) A, 2.3008(10) A y 2.3121(10) A, respectivamente. Otro dato importante
que la resolucion de la estructura ha proporcionado es la distancia entre ambos
nitrogenos en el ligando dmoPTA, que es 3.564(7) A, Ademas, de la estructura se
pueden determinar también los dngulos de enlace entre los fosforos de los ligandos y
el Ru, donde el angulo Plgmepra-Ru-P2pra es de 94.11(4)°, el Plgmopra-Ru-P3ppn3 es
de 95.94(4)° y el P2pra-Ru-P3ppy3 es de 98.63(4)°. Todos estos datos concuerdan con
los datos observados en los complejos predecesores sintetizados por el grupo.”

Comparando las estructuras cristalinas de los complejos 3 y 5 se observa que
todos los valores obtenidos son muy pare01dos pero difieren en la distancia entre los
dos nitrégenos metilados, siendo 2.682(9) A para el complejo S, y 3.564(7) A para el
complejo 3. Esto significa que, al desprotonar el complejo 4, la posicion de
coordinacién del ligando dmoPTA se vuelve 0.882 A mas amplia. Este aumento de
tamafio en la posicion de coordinacion libre conlleva la posibilidad de albergar en
ella atomos metalicos voluminosos. Otro dato interesante que se concluye de la
estructura cristalina de 3 es la orientacion espacial de los grupos CHj del ligando
dmoPTA. Se observa que los metilos de este ligando se disponen de manera que uno
de ellos se encuentra mas cercano al Cp mientras que el otro apunta al grupo PPh;.
Este hecho, sumado al aumento de tamafo de la posicién de coordinacion libre, hace
que el impedimento estérico en dicha posicion sea menor ya que ambos grupos
metilo se orientan a posiciones contrarias minimizando asi las posibles repulsiones
estéricas al incorporar un segundo metal.

Finalmente, aislado el complejo desprotonado 3 que contiene la posicion de
coordinacion libre en el ligando dmoPTA para coordinar un segundo metal, el
siguiente objetivo fue intentar coordinar en dicha posiciéon un atomo de Pd(II) o
Pt(Il). En base a la experiencia adquirida se hizo reaccionar 3 con un equivalente de
los complejos de paladio [PdCl,(COD)] y (NBu4),[PdCls], y con los de platino
[PtCL,(COD)], [PtCl(DMSO);] y (NBu4),[PtCls], variando temperatura, disolvente y
tiempo de reaccion, pero en ninguno de los casos se obtuvo el compuesto de
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coordinacion buscado puro. Estos resultados, aunque al intentar coordinar el segundo
metal a partir del complejo desprotonado (3) aislado y puro, empujaron a que se
intentara incorporar el paladio y el platino desprotonando in situ el complejo 4. De
esta manera, a una disoluciéon de 4 en MeOH, se le afiadieron 2 equivalentes de
‘BuOK y después de 30 minutos de agitacion, un equivalente de (NBuy):[PdCly],
(NBuy),[PtCly] y [PtCl,(COD)], obteniéndose asi los complejos 6, 7 y 8 (Esquema
7) (Apartado 5.2.4).
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Esquema 7. a) Reaccion para la sintesis de 6 b) Reaccion para la sintesis de 7 ¢)
Reaccion para la sintesis de 8

Una vez sintetizados los complejos 6, 7 y 8 se procedié a caracterizarlos por
analisis elemental, IR y RMN. Debido a las similitudes entre los complejos 6 y 7 las
frecuencias de las bandas de IR son muy similares, asi como los desplazamientos
quimicos en los espectros de 'H RMN y *'P{'H} RMN. Para ambos complejos, en
sus espectros de IR se observa una banda fuerte correspondiente a los grupos
SO;CF;” que actian como contraion (Figuras A1.18 y A1.21). Los experimentos de
RMN que se realizaron ayudaron a confirmar las estructuras propuestas para 6 y 7,
las cuales solamente se diferencian en el atomo metalico coordinado a los nitrogenos
metilados del ligando dmoPTA: siendo Pd(II) para el complejo 6 y Pt(Il) para 7. En
el espectro '"H RMN (DMSO-dg) se observa un singlete a 2.09 ppm para 6, y 2.10
ppm para 7, que integran por 6H y corresponde a los protones de los dos grupos
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metilo del ligando dmoPTA. mientras que los protones correspondientes al ligando
PTA se encuentran como multipletes a dos desplazamientos quimicos distintos: 3,86
ppm (6H, PCH,N) y 4,36 ppm (6H, NCH,N) para 6, y 3,87 ppm (6H, PCH,N) y 4,33
ppm (6H, NCH,N) para 7 (Figuras A1.19 y A1.22). En el espectro *'P{'H} RMN
(DMSO-dg) aparecen los tres esperados dobletes de dobletes que se observaron para
los compuestos 3 y 4, pero con distintos desplazamientos quimicos, lo que confirma
que en el dmoPTA se ha coordinado un 4tomo metalico. El desplazamiento
observado en 6 fue de -39.44 ppm la sefial correspondiente al P del ligando PTA, a -
2.29 ppm la sefial correspondiente al P del ligando dmoPTA y entre 48.04 y 50.65
ppm para la sefial asociada al ligando PPhs, mientras que para el complejo 7 esas
sefales que corresponden a los mismos ligandos que ambos complejos comparten, se
observan a -37.54 ppm, 7.91 ppm y 51.98 ppm, respectivamente (Figuras A1.20 y
A1.23).

El ultimo paso fue caracterizar el complejo 8. En su espectro de IR se observa a
1264 cm’ una fuerte banda correspondiente al ién SO;CF; (Figura A1.24). Los
experimentos de RMN que se realizaron ayudaron a confirmar la estructura
propuesta para 8, la cual difiere de las de los compuestos 3, 4, 6 y 7 en la presencia
de COD en la molécula. Su espectro 'H RMN (MeOD-d4) muestra las sefiales de este
ligando confirmando su presencia en la composiciéon del complejo resultante (un
multiple a 5.56 ppm, 4H; un multiplete a 2.55 ppm, 8H) (Figura A1.25). En el
espectro *'P{'"H} RMN (MeOD-d,) aparecen las tres mismas sefiales que para los
compuestos 3, 4, 6 y 7 pero con desplazamientos quimicos, confirmando la presencia
de un ligando diferente en el metal (Figura A1.26).

Una vez sintetizados todos los compuestos planteados como objetivo de este
trabajo, se comprobd su actividad antiproliferativa frente a un panel de células
cancerosas resistente y no-resistentes al cisplatino. En este experimento también se
incluy6 el complejo A, que no habia sido posible estudiarlo para el TFG. Dicho
complejo A no presento suficiente solubilidad en el medio de ensayo para poder ser
evaluado. El resto de complejos mostraron una actividad anticancerigena casi del
mismo orden que la mostrada por el cisplatino, menos los complejos 1y 2 que la
superan notablemente.

Como se observa en la Tabla 2, los valores de inhibicion del crecimiento de estas
células tumorales al ser evaluadas frente a los complejos 1 y 2 son bastante inferiores
a los obtenidos para el cisplatino, en general provocan un menor crecimiento celular
de las células cancerosas en un orden de 100 veces pero en algunos casos llegan a ser
casi 1000 veces como frente a HeLa (un tipo de cancer de cuello de utero) y SW1573
(un tipo de cancer de pulmén). Al mismo tiempo estos resultados también mejoran
los mostrados por los complejos bimetalicos que el grupo donde se ha realizado el
trabajo habia realizado previamente, como son los complejos [RuCICp(PPhs)-p-
dmoPTA-1kP:2k*N,N"-MCl,] (M = Co, Zn).>*** Esto indica que los complejos con
estructura tipo [RuCle(PPh3)-u-dmoPTA-1KP:2K2N,N -PtL;] (L = Cl, DMSO)
muestran la mayor actividad de todos los sintetizados, destacando el complejo 2 que
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incorpora el grupo DMSO coordinado al atomo de Pt(Il), que es el mas activo de la
serie.

Linea celular

Compuesto A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr
(Pulmén) (Mama) (Cérvix) (Pulmén) (Mama) (Colon)
Cisplatino | 4.9(£0.2) | 1.9(0.2) | 1.8(x0.5) | 2.7(x0.4) | 17(£3.3) | 23 (+4.3)

1 1.3 (20.12) 0.93 0.08 0.34 2.2 (0.29) 1.4

(+0.12) (£0.014) (£0.04) (£0.2)

2 0.28 0.25 0.03 0.028 0.32 0.38
(£0.026) | (£0.052) | (£0.0034) | (£0.012) | (£0.024) | (x0.071)

3 > 100 > 100 86 (£19) | 61 (£6.7) > 100 > 100

6 > 100 > 100 53 (x4.1) | 48 (1) > 100 > 100

7 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
8 31 (£1.3) > 100 97 (x4.4) | 33 (x2.9) > 100 61 (£2.8)

Ru-Zn** 0.036 0.072 0.051 0.030 0.083 0.054
(£0.019) | (£0.008) | (£0.022) | (+0.013) (0.05) (£0.010)

Ru-Co™ 0.062 0.088 0.084 0.054 0.210 0.065
(£0.019) | (£0.008) | (£0.022) | (+0.013) (£0.05) (£0.010)
RuCl-Zn** - 3.5(£0.7) | 4.0(£0.1) | 4.6 (x0.1) | 6.5(+3.0) | 5.7 (+1.4)
RuCl-Co” - 1.0(20.2) | 1.3(0.1) | 1.1(£0.1) | 1.4(x02) | 1.5(z0.3)

Tabla 2. Valores de Glsp en pM (£SD) para lineas de células tumorales so6lidas
humanas de algunos de los complejos sintetizados, comparados con el cisplatino y
otros compuestos sintetizados por el grupo donde se ha realizado el trabajo.

Para contextualizar los resultados obtenidos en este estudio de actividad citotoxica
por los complejos 1 y 2, ademés de superar a compuestos monometalicos y
bimetalicos sintetizados previamente por el grupo donde se ha realizado este Trabajo
Fin de Master, mejoran cualquiera de los publicados hasta el momento. Por ejemplo
los complejos KP1019 y KP1339 muestran unos valores de ICsy frente a lineas
celulares de tumores so6lidos humanos como las mostradas anteriormente, entre 50 y
150 pM.*

Esto hace indicar que los complejos 1 y 2 deben ser estudiados mas extensamente
para llegar a conocer mas sobre su actividad y su posible mecanismo de accion.
Mucho queda por hacer antes de poder proponer alguno de estos compuestos como
un farmaco para el tratamiento del cancer.



Sintesis, caracterizacion y estudio de nuevos compuestos de coordinacion con fosfinas solubles en
agua y propiedades anticancerigenas 33

7. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este TFM son las siguientes:

Se ha conseguido sintetizar y caracterizar correctamente mediante analisis
elemental, IR y RMN los compuestos de coordinacion monometéalicos
[RuCp(PPh3)(PTA)(dmoPTA-kP)](SO;CF3) 3) y
[RuCp(HdmoPTA)(PPh3;)(PTA)](SO;CFs), (4), y los compuestos bimetalicos
[RuCp(PPh3)2—p—dmoPTA—1KP:2K2N,N -PtCl,)](SO;CF3) (1), [RuCp(PPhs),-
1-dmoPTA-1kP:2k*N,N -Pt(C1)(DMSOkS)](Cl,) (2), [RuCp(PPh3)(PTA)-p-
dmoPTA-1xP:2x”*N,N -PdC1,)](SOsCF3) (6), [RuCp(PPhs3)(PTA)-p-dmoPTA-
1kP:2k*N, N -PtCL,](SO5CF3) (7) 'y [RuCp(PPh3)(PTA)-pu-dmoPTA-
1kP:2k*N,N’-Pt(COD)](SO:CF3)(Cl), (8).

Se ha llevado a cabo el estudio sobre la reactividad del compuesto
[RuCp(PPhs),-pu-dmoPTA-1kP:2k*N,N-Pt(CI)(DMSOkS)](Cl,) (2) en un
medio similar a donde se han realizado los ensayos de actividad
antiproliferativa.

Se han resuelto y refinado exitosamente las estructuras cristalinas de los
complejos monometalicos [RuCp(HdmoPTA)(PPh3;)(HPTA)] (SOsCF3); (4) y
[RuCp(PPh3)(PTA)(dmoPTA-kP)] (SOsCF;) (5) gracias a los conocimientos y
herramientas aportadas por las distintas asignaturas del Master relacionadas
con la difraccion de rayos-X.

Se ha estudiado la actividad anticancerigena de todos los compuestos
sintetizados mostrandose como la combinaciéon de Ru y Pt en el mismo
complejo da lugar a una notable actividad antiproliferativa, en algunos casos
mayor a 1000 veces a la del conocido farmaco cisplatino.
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9. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
IR = espectroscopia de infrarrojo
PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano
dmPTA = N,N’-dimetil-1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano
COD = 1,5-ciclooctadieno
Cp = ciclopentadieno

ICso = concentracion media de inhibicion del crecimiento celular
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ANEXO 1: DATOS ESPECTROSCOPICOS
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Figura A1.2. Espectro 'H RMN (300.13MHz, MeOD-dy, 25°C) de 1
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Figura A1.4. Espectro IR (KBr) de 2
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Figura A1.6. Espectro >'P{'H} RMN (121,49 MHz, DMSO-de, 25°C) de 2
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Figura A1.8. Espectro "H RMN (500,13MHz, MeOD-d4, 25°C) de 3
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Figura A1.12. Espectro HSQC "H-"*C RMN (500,13MHz, MeOD-ds4, 25°C) de 3
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Figura A1.16. Espectro 'H RMN (300.13 MHz, MeOD-dy, 25°C) de 4
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Figura A1.20. Espectro *'P{'"H} RMN (MHz, DMSO-dg, 25°C) de 6
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ANEXO 2: DATOS CRISTALOGRAFICOS

Formula empirica C3sHseF3N703P3RuS
Peso molecular 941.93
Sistema cristalino P-1
Grupo Espacial Triclinico
a(4) 11.2640 (4)
b (4) 13.0913(4)
¢ (4) 15.3552(5)
o (°) 88.848(2)
B () 75.828(2)
7 (9) 69.046(2)
V(d) 204122 (12)
Z 2
Densidad calculada (g-cm—3) 1.533
Coeficiente de absorcion (mm™) 5.211
F(000) 978.0
Datos/restricciones/parametros 7668/27/497
indices finales R [I>20(1)] 0.0490 (6998)
ndice wR; (todos los datos) 0.059 (7668)
Bondad del ajuste en F 1.058

Tabla A2.1. Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura cristalina de
3
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Atomo 1 Atomo 2 Longitud de enlace (A)
Rul P1 2.3067(10)
Rul P2 2.3008(10)
Rul P3 2.3121(10)
Rul C32 2.238(4)
Rul C33 2.232(4)
Rul C34 2.248(4)
Rul C35 2.252(4)
Rul C36 2.251(4)
N1 N3 3.564(7)

Tabla A2.2. Longitudes de enlace seleccionadas de 3
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Atomo 1 Atomo 2 Atomo 3 Angulo (°)
P1 Rul P3 95.94(4)
P2 Rul Pl 94.11(4)
P2 Rul P3 98.63(4)
C36 Rul Pl 123.81(11)
C36 Rul P3 139.37(11)
C36 Rul P2 87.51(11)
C36 Rul C35 36.37(15)
C35 Rul Pl 93.72(11)
C35 Rul P3 147.72(11)
C35 Rul P2 111.31(11)
C33 Rul Pl 128.06(12)
C33 Rul P3 88.68(11)
C33 Rul P2 136.35(12)
C33 Rul C36 61.46(16)

C33 Rul C35 61.48(16)
C33 Rul C34 36.73(16)
C33 Rul C32 37.02(16)
C34 Rul P1 95.48(12)
C34 Rul P3 110.80(12)
C34 Rul P2 147.81(12)
C34 Rul C36 61.76(15)
C34 Rul C35 37.45(16)
C32 Rul P1 154.64(11)
C32 Rul P3 102.67(11)
C32 Rul P2 99.88(12)
C32 Rul C36 37.02(15)
C32 Rul C35 61.51(15)
C32 Rul C34 61.93(16)

Tabla A2.3. Angulos de enlace seleccionados de 3
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Formula empirica

C39Hs4F9NsO12P3RUS3

Peso molecular 1260.04
Sistema cristalino Triclinico
Grupo Espacial P-1
a (4) 12.2349(14)
b (4) 13.2752(15)
c (4) 16.7049(19)
a (‘) 86.554(6)
B (9 84.823(6)
Y (%) 70.111(6)
V(A4 2539.7(5)
VA 2
Densidad calculada (g-cm-?) 1.648
Coeficiente de absorciéon (mm™) 5.415
F(000) 1288.0
Datos/restricciones/parametros 9525/669/646

Indices finales R [I>20(1)]

0.0731 (9525)

indice wR; (todos los datos)

0.1984 (9525)

Bondad del ajuste en F

0.781

Tabla A2.4. Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura cristalina de
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Atomo 1 Atomo 2 Longitud de enlace (1&)
Rul P1 2.2819(15)
Rul P2 2.2833(14)
Rul P3 2.3440(13)
Rul Cl14 2.247(5)
Rul C15 2.236(5)
Rul Cl16 2.237(6)
Rul C17 2.237(6)
Rul C18 2.232(5)
N2 N3 2.682(9)

Tabla A2.5. Longitudes de enlace seleccionadas de 5
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Atomo 1 Atomo 2 Atomo 3 Angulo (°)
P1 Rul P2 95.63(5)
P1 Rul P3 97.07(5)
P2 Rul P3 97.15(5)
Cl4 Rul Pl 92.41(16)
Cl4 Rul P2 149.53(15)
Cl4 Rul P3 110.97(15)
C15 Rul P1 90.82(18)
C15 Rul P2 112.70(16)
CI15 Rul P3 148.22(16)
Cl6 Rul P1 122.16(18)
Cl6 Rul P2 89.50(16)
Cl6 Rul P3 139.42(18)
C17 Rul Pl 151.64(17)
C17 Rul P2 101.91(17)
C17 Rul P3 102.59(17)
C18 Rul P1 125.30(16)
C18 Rul P2 137.71(16)
C18 Rul P3 88.67(15)

Tabla A2.6. Angulos de enlace seleccionados de 5
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Formula empirica C2oH2 CLOPPES
Peso molecular 606.39
Sistema cristalino P-1
Grupo Espacial Triclinico
a(4) 10.2325(3)
b (4) 10.5088(3)
c (/f') 12.4298(4)
o (°) 65.9790(10)
B (%) 71.4630(10)
v (9) 61.1270(10)
14 (14{3) 1056.70(6)
Z 2
Densidad calculada (g-cm-?) 1.906
Coeficiente de absorcion (mm™) 16.437
F(000) 584
Datos/restricciones/parametros 3665/188/237
indices finales R [[>20(1)] 0,0346 (3665)
indice wR; (todos los datos) 0,0412 (3665)
Bondad del ajuste en F* 1.124

Tabla A2.7. Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura de

[PtCLL(DMSO)(PPhs)]
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Atomo 1 Atomo 2 Longitud de enlace (1&)
Ptl S1D 2.2260 (16)
Ptl P1 2.2611 (17)
Ptl Cl1 2.969 (16)
Ptl Cl2 2.3615 (16)
P1 Cl 1.823 (7)
P1 Cc7 1.835 (7)
P1 C13 1.809 (6)

Tabla A2.8. Longitudes de enlace seleccionadas de [PtCl,(DMSO)(PPh;)]
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Atomo 1 Atomo 2 Atomo 3 Angulo (°)
S1D Ptl P1 91.57 (6)
S1D Ptl Cll1 176.29 (6)
S1D Pt1 CI2 88.13 (6)

P1 Ptl cl 92.02 (6)
P1 Ptl CI2 177.33 (6)
cl1 Pt1 Cl12 88.32 (6)
O1D S1D Pt1 118.4 (2)
O1D S1D C2D 108.9 (3)
O1D S1D C1D 107.5 (3)
C2D S1D Ptl 108.7 (3)
CID S1D Ptl 110.1 (3)
C1D S1D C2D 102.0 (4)
C1 Pl Ptl 113.2 (2)
Cl P1 C7 102.4 (3)
C7 P1 Pt1 119.6 (2)
C13 Pl Pt1 108.5 (2)
C13 Pl C1 108.7 (3)
C13 P1 C7 103.6 (3)

Tabla A2.9. Angulos de enlace seleccionados de [PtCl,(DMSO)(PPhs)]




