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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se disefiaron, sintetizaron y caracterizaron
complejos heterobimetalicos del tipo half sandwich de Ru", provistos de ligandos
acilhidrazonas organometélicas de ciretreno y ferroceno que contienen en su

estructura un grupo sulfonamida.

Los complejos half sandwich de rutenio del tipo [(p-cimeno)Ru((n>-CsHsCH=N-
NH-CO-(CeH4-4-SO2NH2))-MLn)CI] (1a,2a) y [(p-cimeno)Ru((n>-CsH4sCH=N-NH-
CO-(CH2)2NH-(CgHa-4-SO2NH3))-ML,)CI] (1b,2b), donde ML, = FeCp, Re(CO)s,
fueron sintetizados mediante la reaccion entre los ligandos acilhidrazonas
organometalicas previamente reportadas por nuestro grupo de investigacion, y el

dimero de rutenio [Ru(n®-cimeno)Clz]..

Todos los compuestos fueron aislados y purificados mediante técnicas de
recristalizacion. La caracterizacion de los complejos se llevo a cabo mediante las
técnicas espectroscopicas de FT-IR, RMN 1D 'H y 3C, como también 2D HSQC
y HMBC. Ademas, de forma preliminar se midieron las propiedades
electroquimicas mediante ensayos de voltametria ciclica para todas las especies

sintetizadas.

Finalmente, todos los complejos fueron evaluados como agentes inhibidores de
la enzima anhidrasa carbonica (CAls). Estos estudios se llevaron a cabo en
colaboracion internacional con el Dr. Supuran de la Universidad de Florencia,
Italia. Los complejos obtenidos demostraron un efecto sinérgico contra la
isoforma hCA |, como también un interesante perfil inhibitorio frente a las
isoformas I, IX, XIl. Ademas, se demostré una posible dependencia entre el
comportamiento electroquimico de los fragmentos organometalicos combinados
y su actividad inhibitoria, abriendo una nueva ventana de disefio a compuestos

heterobimetalicos con potenciales aplicaciones farmacologicas como CAl’s.
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ABSTRACT

In the present research work, heterobimetallic half sandwich Ru" complexes
provided with cyretrene and ferrocene organometallic acylhydrazone ligands that
contain a sulfonamide group in their structure, were designed, synthesized, and
characterized.

The ruthenium half sandwich complexes [(p-cymene)Ru'((n°-CsH4CH=N-NH-CO-
(CeH-4-SO2NH2))-ML,)CI] (1a,2a) and [(p-cymene)Ru'((n>-CsH4sCH=N-NH-CO-
(CH2)2NH-(CsH4-4-SO2NH32))-ML»)CI] (1b,2b), where ML, = FeCp, Re(CO)s, were
synthesized by the coordination between the organometallic acylhydrazone
ligands previously reported by our research group and the ruthenium dimer

[Ru(n®-cymene)Cl;]..

All compounds were isolated and purified by recrystallization techniques. The
characterization of the complexes was carried out using the spectroscopic
techniques of FT-IR, 1D 'H and *C NMR, as well as 2D HSQC and HMBC NMR.
In addition, the electrochemical properties were preliminarily measured by cyclic

voltammetry tests for all synthesized species.

Finally, all complexes were evaluated as carbonic anhydrase enzyme inhibitors
(CAIs). These studies were carried out in international collaboration with Dr.
Supuran from the University of Florence, Italy. The complexes obtained
demonstrated a synergistic effect against the hCA | isoform, as well as an
interesting inhibitory profile against the Il, 1X, XII isoforms. In addition, a possible
dependence between the electrochemical behavior of the combined
organometallic fragments and their inhibitory activity was demonstrated, giving
way to a new design window for heterobimetallic compounds with potential

pharmacological applications such as CAls.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistemas inorgénicos con actividad bioldgica.

La utilizacién de complejos de metales de transicion con finalidades médico-
biolégicas es conocida desde el siglo XVII,IY pero sélo a contar del
descubrimiento de los efectos anticancerigenos del complejo inorganico
cisplatino (Figura 1a) por Rosenbergl? en 1969, éstos han adquirido una
destacada relevancia en el ambito de la medicina, fomentando un numero
importante de investigaciones. En este contexto, diversas drogas derivadas del
cisplatino han sido estudiadas (Figura 1b-d), donde los resultados clinicos han
demostrado que un gran numero de ellas presentan actividad biologica, y han

sido comercializadas como farmacos anticancerigenost®..
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Figura 1. Complejos derivados del cisplatino como agentes anticancerigenos.

Considerando que el cancer es todavia una enfermedad incurable, muchos
esfuerzos se han orientado en obtener compuestos organicos e inorganicos
capaces, al menos, de detener el crecimiento de este nefasto mal. En el caso de
compuestos de coordinacion se ha demostrado que factores como la naturaleza
del metal, nUmero de oxidacion, numeros y tipos de ligandos enlazados, pueden
jugar roles relevantes en la actividad biol6gica y anticancerigena de una

determinada especie.*



En paralelo a los numerosos estudios que involucran compuestos de
coordinacion con potencial actividad biolégica, complejos organometalicos
también han sido objeto de considerable interés en el campo de la quimica
médica,™ destacandose metalocenos y sistemas ciclopentadienilicos de metales
como Ti, Fe, Mo, V, Re, Co, Mn y Ru.l8789 Debido a las caracteristicas
fisicoquimicas que presentan los complejos organometalicos, su utilizacion en
sistemas bioldgicos se orienta hacia las siguientes aplicaciones: a) Modificacién
de farmacos b) Inmunoensayos c) Modificacion de enzimas, proteinas y
péptidos. Dada la coyuntura, en esta revision bibliografica sélo se abordara el

siguiente topico:

1.2 Modificacion de farmacos.

La propuesta de utilizar metalocenos con finalidades médicas fue planteada por
primera vez en 1970, debido a ciertas caracteristicas que presentan estos
sistemas, tales como baja toxicidad, tamafo, rigidez y lipofilia. Actualmente, tanto
metalocenos como sistemas ciclopentadienilicos metalicos se han utilizado en
reemplazo de anillos aromaticos de moléculas bioactivas, con el fin de modificar

sus efectos.t%

Pioneros en esta area, Edwards y colaboradores desarrollaron una serie de
penicilinas y cefalosporinas que poseen en su estructura el fragmento
ferrocenilo, como solucion a la resistencia de bacterias frente a estos
antibidticos.!'Y Estos compuestos resultaron tener una alta actividad bioldgica,
propiedad que se relaciond con la inhibicion de la B-lactamasa, enzima producida

como mecanismo de defensa por parte de las bacterias.!*?



En las ultimas décadas, el interés de incorporar fragmentos organometélicos en
ligandos activos se ha centrado en otros sistemas biologicos, particularmente
hormonas receptoras y agentes antiparasitarios.l*3 Es asi como Jaouen y
colaboradores han estudiado la modificacién del hidroxitamoxifeno (farmaco
suministrado en el tratamiento del cancer de mamas), debido a que ciertos
tumores no responden a la accién de este anticancerigeno. En este contexto,
Jaouen sustituyé el anillo beta presente en el farmaco activo por
ciclopentadienilos metalicos de Fe, Re y Ru (Figura 2), encontrando que
derivados de ferroceno presentan una actividad citotoxica mayor que el
medicamento original, la cual se encontraria relacionada al cation ferrocinio
(Fc*).['¥ En el caso de derivados de renio, sélo se evidencié un aumento en la
lipofilia, no presentando un mejoramiento en la accion terapéutica del farmaco.*"!
Los complejos de rutenio pese a poseer una alta actividad biolégica, ésta fue
muy breve, observandose una rapida descomposicion del metalocompuesto,

esto debido a la oxidacion irreversible de la entidad organometalica.®
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Figura 2. Compuestos bioorganometalicos como potenciales agentes antitumorales.



Actualmente, complejos organometalicos del tipo half-sandwich (Figura 2b) han
sido ampliamente estudiados,*”! con la finalidad de disefiar nuevas series de
complejos con propiedades anticancerigenas que puedan superar los problemas
clinicos de los farmacos derivados del cisplatino, tales como su resistencia y
efectos secundarios en los pacientes.l'®! Basados en sus propiedades
estructurales y variedad estereoquimica, estos sistemas ofrecen la posibilidad

de realizar un disefio racional y evaluar diversos mecanismos de accion.!

1.3 Complejos half sandwich basados en Ru'".

Bajo esta mirada, los grupos de investigacion de Sadler y Dyson han estudiado
estos tipos de complejos, incorporando diferentes iones metalicos y variaciones
en el areno y co-ligandos!?>2Y. La mayor parte de la literatura relacionada con
estos tipos de compuestos se refiere a Ru'" y, en menor proporcion, derivados de
Os'. En particular, complejos de rutenio"-areno del tipo [Ru(n8-areno)-XYZz]"™*
con X, Y y Z = ligandos monodentados o bidentados / monodentados. Dos
principales familias de compuestos han surgido con distintos modos de accion
[22.23]: i) los compuestos que contienen ligandos cloro y etilendiamina (en) [Ru(n®-
areno)(en)CI]* son altamente citotoxicos in vitro e in vivo frente a células de
cancer de ovario humano, y ii) complejos con tres ligandos monodentados,
incluyendo el ligando hidrofilico 1,3,5-triaza-7-fosfadadamantano (PTA),
generando especies del tipo [Ru(n®-areno)(PTA)CI;] (denominado RAPTA), que
no son citotoxicos in vitro ¥ sino que muestran in vivo las propiedades
antimetastasicas!®® y antiangiogénicas [?°l, mediante un mecanismo

desconocido hasta el momento.

Estudios de relacion de estructura - actividad (SAR) han establecido que los
complejos del tipo [Ru(n®-areno)(diamina)Cl]* pueden activarse por hidrdlisis del

enlace Ru-Cl antes de unirse al ADN.?" Informes cinéticos han mostrado que la



naturaleza de los coligandos puede afectar fuertemente la reaccién de hidrélisis
(2829 y el proceso de union directa a las bases de ADN.F%3U Ademas, Sadler y
colaboradores determinaron que los Ru'-areno complejos pueden unirse al ADN

y presentar una actividad redox inusual durante su mecanismo de accion.[32-34

Con respecto a los compuestos basados en Ru', es importante mencionar que
se han empleado diferentes estrategias sintéticas para incorporar fragmentos
organometalicos en ligandos bidentados N-donadores (Figura 3). Bajo esta
mirada, Kumar y sus colaboradores evaluaron las propiedades biologicas de
complejos de Ru(ll) provistos con ligandos salicilaldiminas N,O donadores los
cuales poseen un fragmento ferrocenilo en su estructura, demostrando que
frente a las lineas celulares cancerigenas cervicouterinas HelLa y de hepatoma
humano HepG2, estos compuestos presentan una alta citotoxicidad, llegando a

ser en algunos casos hasta tres veces mas activos que el cisplatino,
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Figura 3. Complejos de Ru' modificados con fragmentos ferrocenilos.



1.4 Ligandos acilhidrazonas

Del gran numero de ligandos N-donadores, las acilhidrazonas han captado una
considerable atencion debido su amplio rango de aplicaciones biol6gicas. Esto
se debe a que estos compuestos han demostrado poseer actividad
antibacterial®®, anticancerigenal®, antivirall®®, antioxidante®® y como
inhibidores de enzimas!“®*l. Sumado a lo anterior, este tipo de sistemas permite
llevar a cabo modificaciones en su estructura y modular el modo de coordinacion,
los cuales pueden ser del tipo tetradentado (N,O,N,O “2), tridentado (N,N,N 43
N,N,O; N,O,N 4y O,N,0 9]} y bidentados (N,N [“6l y N,O 1),

Adicional a lo anterior, también se han disefiado acilhidrazonas que poseen en
su estructura fragmentos organometalicos, de las cuales los autores proponen
gue la presencia de los grupos ferrocenilo y cimantrenilo puede aumentar la
permeabilidad celular y la lipofilicidad de estas especies, aumentando de esta
manera la actividad bioldégica. También sugirieron que la deslocalizacion de los
electrones-1r y el impedimento estérico experimentado en los sitios de unién
metal-enzima, los cuales son cruciales en los microorganismos, también podrian

desempeiiar un rol relevante al momento de modular dichas propiedades.

Sumado a lo anterior estudios teoricos afirman que, al ser coordinadas
acilhidrazonas a metales de transicion, estas especies experimentan una baja
energia HOMO — LUMO y en consecuencia mejoran sus interacciones no
covalentes con moléculas biologicas receptoras [*¢l. En este contexto, complejos
de Ru" que presentan ligandos N,O donadores acilhidrazona han demostrado
una considerable actividad anticancerigena in vitro, inhibiendo la proliferaciéon
celular por la via de la sintesis minima de ADN incluso a bajas concentraciones,

atribuyéndolo también a la lipofilicidad de estas especies[*?.



1.5 Derivados de sulfonamidas como inhibidores de la anhidrasa carbdnica

En los Ultimos afios, complejos del tipo Ru(ll)-areno que contienen ligandos
organicos derivados de sulfonamidas (SO2NH2) (Figura 4) también han sido
estudiados,®*%? debido a su amplio rango de aplicaciones biolégicas [,
incluyendo la enfermedad del cancer.¥ Hasta la fecha, se han reportado
complejos que contienen ligandos de o-sulfonamida azobenceno que han sido
aislados para estudiar su fotoisomerizacion,® y donde también han incluido una
evaluacion antiproliferatival®57:58 y el desarrollo de nuevos compuestos que

actuan como inhibidores de la enzima Anhidrasa Carbodnica (CA).

L~ <
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Figura 4. Complejos de Ru' con ligandos organicos sulfonamida.

Las anhidrasas carbonicas (CA) son metaloenzimas que catalizan la hidratacion
del dioxido de carbono a bicarbonato y protones, y estan implicadas
principalmente en la regulacion del pH celular®®, Hasta ahora se han reconocido
siete familias genéticas distintas, lo que demuestra el papel crucial de esta
enzima en el mantenimiento de la homeostasis celular en casi todas las especies
vivas!®!, Por otro lado, los cambios en el pH celular estan relacionados también
con varios eventos patoldgicos, lo que hace que las CA también participen en el

establecimiento y progreso de la enfermedad. Por lo tanto, desde el

7



descubrimiento de las sulfonamidas en 1940 como la primera clase de
inhibidores de CA, la modulacibn de la actividad de las CA continda

considerandose una estrategia valida para combatir varias enfermedades 64,

La anhidrasa carbonica en humanos (hCA) a su vez se dividen en quince
isoformas, que se diferencian en la localizacién celular, la distribucion tisular y la
participacion en patologias especificas. Las hCA |y Il son isoformas citosolicas,
las cuales se expresan de manera ubicua en el cuerpo. Por otra parte, hCA VII
es otra isoforma citosoOlica con expresion principalmente en el cerebro,
involucrada en varias enfermedades neurologicas, como la epilepsia y el dolor
neuropatico. Se ha encontrado que hCA VA (una isoforma mitocondrial) participa
directamente en la homeostasis de la glucosa y se considera un objetivo

prometedor para la obesidad y otras enfermedades asociadas en humanos!®?,

Ademas de sus propiedades inhibitorias, las sulfonamidas también han
demostrado versatilidad con respecto a sus propiedades bioldgicas. Bajo esta
mirada, los grupos de investigacion de Chohan, Poulsen y Supuran han
estudiado bases de Schiff y sistemas heterociclicos derivados de sulfonamidas
con variadas aplicaciones dentro del campo de la quimica médical®¥. Tanto
ensayos antibacteriales como antifingicos demostraron que estas especies
poseen una alta actividad bioldgica, la cual se ve aumentada al ser coordinados
con metales de transicion, esto debido a la disminucion de la polaridad del i6n
metalico por el intercambio parcial de la carga positiva con los grupos donadores,
permitiendo una mayor deslocalizacién de electrones-1r en el anillo quelato y por

consecuencia, una mayor lipofilicidad y penetracion en las membranas celulares
[64]

En este contexto, Moumita y sus colaboradores sintetizaron complejos de

Rutenio (II) con ligandos que poseen en su estructura un grupo sulfonamida,



para estudiar sus propiedades citotoxicas y ademas ser evaluados como CAlISs.
Los autores concluyeron que estos complejos son altamente selectivos,
exhibiendo citotoxicidad para las lineas celulares cancerigenas MDA-MB-231 y
MIA PaCa-2, y siendo inactivos para las lineas celulares no cancerigenas CHO
y MDCK. Esto se debe principalmente a que los compuestos demostraron actuar
selectivamente como CAl's sobre la isoforma IX de la enzima anhidrasa
carbonica, la cual se sobre expresa en distintas células cancerigenas, para de
esta forma inducir la muerte celular a través del proceso de apoptosis, causado
por la despolarizacion en el potencial de membrana mitocondrial, interrumpiendo

el ciclo celular en la etapa SubG19],

1.6 Compuestos organometalicos como inhibidores de la Anhidrasa
Carbonica (CAl’s).

En lo que respecta a compuestos organometalicos derivados de
sulfonamidas!®®, también han sido estudiados como inhibidores de la anhidrasa
carbonica (CAI's)®”! | sin embargo, su versatilidad permite variadas aplicaciones
dentro de la bioorganometalica. Bajo este enfoque, diferentes estudios se han
centrado en la incorporacion de fragmentos organometalicos en compuestos de
este tipo, y su capacidad coordinante frente a iones metéalicos®®%. A modo de
ejemplo, Quintana y colaboradores disefiaron y sintetizaron compuestos
sulfonamidas con distintos fragmentos organometalicos (ciretrenilo y ferrocenilo)
los cuales demostraron actividad antituberculosis in-vitro. Los autores concluyen
gue el efecto sustractor de densidad electronica presente en el fragmento
ciretrenilo, aumenta la actividad biolégica en comparacion a los compuestos que

poseen un fragmento ferrocenilo (donador de densidad electronica)l”™!,

Recientemente, nuestro grupo de investigacién reportd la sintesis de

acilhidrazonas organometalicas, que poseen en su estructura un grupo



sulfonamida (Figura 5). Estos compuestos exhibieron una alta actividad de
inhibicion enzimatica, y un grado de selectividad frente a la inhibicion de distintas
Isoformas de la enzima CA, siendo considerados como potenciales compuestos
en tratamientos frente a los problemas asociados al mal funcionamiento de estas

metaloenzimas en el organismol”.

O SO,NH, Q
@\ N
=
Z N\ \H
N MLn
MLn SO,NH,

Serie 1 - posicién orto Serie 2 - posicién para

SO,NH,

)K/\
@\/N\N Ji ]
MLn H

Serie 3 - cadena espaciadora

Figura 5. Acilhidrazonas organometalicas evaluadas como CAl’s.

Bajo esta premisa, aun no se ha reportado la sintesis de compuestos de
coordinacion que contengan ligandos acilhidrazonas organometéalicas con un
grupo sulfonamida en su estructura. En este contexto, la propuesta de este
proyecto se encuentra centrada en la sintesis, caracterizacion y evaluacién
biolégica de complejos de Rutenio(ll) con geometria three-legged piano stool
coordinados con ligandos acilhidrazonas que poseen un fragmento
organometalico y un grupo sulfonamida, incorpordndose asi a los ultimos
estudios para el desarrollo de nuevos tratamientos como inhibidores de la enzima

anhidrasa carbodnica (CAIs).
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2. HIPOTESIS

Acilhidrazonas que poseen en su estructura un fragmento organometalico
y un grupo sulfonamida, actuardn como ligandos N,O donadores frente al
dimero [Ru(n®-cimeno)Cl,]. generando complejos del tipo three-legged
piano stool.

La incorporacion de estos ligandos hibridos organicos—organometalicos

modularan la actividad biol6gica de los nuevos complejos de Ru'.

11



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
e Disefiar, sintetizar, caracterizar y evaluar las propiedades biolégicas

de complejos de Ru' con ligandos acilhidrazonas organometalicos que

contienen en su estructura un grupo sulfonamida.

12



3.2 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar complejos de Ru" del tipo [Ru(n®-
cimeno)(N,O)CI], donde N,O = ligandos bidentados hibridos
acilhidrazonas organicas-organometdlicas del tipo [n°-CsH4CH=N-NH-
C(0)CesH4-SO2NH2]JMLN 'y  [n°-CsH4CH=N-NH-C(O)-(CH2)2NH-CgHa-
SO2NH2]MLn], donde MLn = FeCp, Re(CO)s.

Evaluar las propiedades inhibidoras de la enzima anhidrasa carbonica
(CAls) de los complejos de [Ru(n®-cimeno)(N,O)CI].

13



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Metodologia

4.1.1 Consideraciones generales.

Las reacciones se realizaron mediante técnicas convencionales de sintesis para
compuestos organometalicos, utilizandose un aparato Schlenk conectado a una

linea provista de nitrdgeno y vacio.

Los ligandos acilhidrazonas hibridas organicas-organometdlicas del tipo [n®-
CsH4CH=N-NH-C(O)CesHs-SO2NH2]MLN] y [n*>-CsH4CH=N-NH-C(O)-(CH2)2NH-
CesH4-SO2NH2]MLN] 'Y donde MLn = FeCp, Re(CO)s, y el complejo precursor
[Ru(n8-cimeno)Cl,].l"?, fueron sintetizados mediante procedimientos descritos en

la literatura.

Los siguientes reactivos fueron adquiridos de forma comercial (Merck o Sigma
Aldrich) y utilizados directamente: (n°>-CsH4sCHO)Fe(n>-CsHs) (98%).

Los solventes utilizados fueron purificados de acuerdo a procedimientos

convencionales descritos en literatura [73,

Los complejos sintetizados fueron purificados mediante técnicas de

recristalizacion por difusion y evaporacion lenta.
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4.1.2 Técnicas de caracterizacion

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados mediante espectroscopia FT-
IR (KBr), en un espectrofotémetro Jasco modelo 1605 FTIR. Los espectros RMN
Hy 13C, 1D y 2D se realizaron en un espectrometro Bruker, modelo ASCEND
TM 400MHz.

4.1.3 Estudio de las propiedades electroquimicas

Para todos los compuestos obtenidos se realizaron estudios preliminares de
voltametria ciclica utilizando como solvente CH3CN seco y recién destilado. Los
electrodos de referencia, auxiliar y trabajo fueron Pt/ Ag/Ag*/ Pt respectivamente.
Se utilizd una solucion de hexafluorofosfato de terbutilamonio en acetonitrilo
seco, a una concentracion de 0,1 [mol/L] como electrolito de soporte. Los
complejos medidos fueron preparados a una concentracion de 1,0 x10-23[mol/L].
Para la desoxigenacién de las distintas disoluciones, se burbujeé N2(g) de alta
pureza, por un tiempo de cinco minutos antes de cada medicion. Para la
obtencidon del voltamperograma correspondiente se realizaron mediciones a
distintas velocidades de barrido (50, 100, 150, 200 [mV/s])

4.1.4 Evaluacion como inhibidores de la enzima anhidrasa carbénica

Los complejos sintetizados fueron evaluados in vitro como inhibidores de la
enzima anhidrasa carbdnica (CAls) frente a sus distintas isoformas, en
colaboracion con el Dr. Claudiu Supuran de la Universidad de Florencia. Los
datos de inhibicion obtenidos con el ensayo CO: de flujo interrumpido fueron
comparados con la droga estandar acetazolamida (AAZ) y con los ligandos

correspondientes (Lia- Lab).
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4.2 Sintesis y Caracterizacion

4.2.1 Procedimiento general para la sintesis de complejos del tipo [Ru'(n°®-
cimeno)(N,O)Cl].

Los compuestos de Rutenio(ll) fueron sintetizados de acuerdo a los
procedimientos descritos en literatura por Stringer y colaboradores!™l, con las

siguientes modificaciones.

A una disolucion de 20 mL de diclorometano seco (DCM) con dos equivalentes
del ligando acilhidrazona, se adicionaron dos equivalente de EtsN y se dejo en
agitacion por 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, un
equivalente del dimero [Ru(n8-cimeno)Cl;]. fue adicionado a la mezcla de
reaccion, continuando con la agitacion por 5 horas a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion fue filtrada y el solvente secado al vacio. Los complejos
sintetizados fueron purificados mediante técnicas de recristalizacion, en primer
lugar, por difusion lenta en una mezcla de hexano/DCM en una relacion 3:1, y

posteriormente por evaporacion lenta en una mezcla de CHCIls/MetOH en una

relacion 9:1.
2 _ N )k / //// DCM/Et3N CI\\\\\ Rlu\
cl \ f N\ /
R = -CgH4-4-SO,NH, ML, = Re(CO);3 (1a); FeCp (2a)
R = -CH,CH,NH-CgH,-4-SO,NH, ML, = Re(CO)3 (1b); FeCp (2b)

Esquema 1. Sintesis de complejos de rutenio del tipo three legend piano stool.
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[(p-cimenO)Ru((r]5-C5H4CH=N-NH-CO-(CGH4-4-SOZNHz))-Re(CO)g)CI] (161)
Sélido Amarillo. (Rendimiento=83%) (120 mg, 0.17 mmol).

—o<

clmme R“

@\/ ~N )\@\
ocW" F{e\co SO,NH,

IR (KBr, cm™): 3392-3081 (VNH/NH2/Csp2-H); 2963 (VCspa-H): 2023 (vRe-CO);
1919 (vRe-CO); 1522 (vC=N); 1383 (vS-O).RMN H (CDCls) &: 8,51 (s, 1H,
CH=N); 8,15 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CeHa); 7,87 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CeHa); 7,10 (s,
1H, N°-CsHa); 5,90 (s, 1H, n®-CsHa); 5,59 (s, 2H, NH2); 5,57 (s, 1H, n°-CsHa); 5,55-
5,52 (M, 2H, p-cy); 5,46 (s, 1H, n5-CsHa); 5,23 (d, J = 5.8 Hz, 1H, p-cy); 4,91 (d,
J =5.8 Hz, 1H, p-cy); 2,65 (m, J = 7.0 Hz, 1H, CH); 2,36 (s, 3H, CHas); 1,20 (d, J
= 7.0 Hz, 3H, CHs); 1,17 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHa)
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[(p-cimeno)Ru((n®>-CsH4sCH=N-NH-CO-(CsH4-4-SO,NH,))-FeCp)Cl] (2a). Sélido
rojo. (Rendimiento=78%) (125 mg, 0.23 mmol).

crmeRU__
)
N A
@\/ \N
Fe

! SO,NH,

IR (KBr, cm™): 3435 (VNH/NH2/Cspa-H); 2929 (vCsps-H); 1528 (vC=N); 1380 (vS-
0).*H RMN (CDCls) &: 8,76 (s, 1H, CH=N), 8,06 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CeHa), 7,81
(d, J = 8.2 Hz, 2H, C¢Ha); 5,72 (s, 1H, n°-CsHa); (no se observa, NHy); 5,45 —
5,48 (m, 2H, p-cy); 5,08 (d, J = 6 Hz, 1H, p-cy); 4,84 (d, 1H, p-cy); 4,69 (s, 1H,
n°-CsHa); 4,60 (s, 1H, n>-CsHa); 4,57 (s, 1H, n®-CsHa); 4,33 (s, 5H, n°-CsHs); 2,58
(m, J=7.0 Hz, 1H, CH), 2,33 (s, 3H, CHa); 1,13 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHzs); 1,11 (d,
J = 7.0 Hz, 3H, CHs). *3C NMR (101 MHz, CDCls) &: 197,7; 170,1; 160,3; 142,6,
135,8; 128,9; 125,8; 100,7; 100,1; 84,5; 82,1; 81,3; 81,1; 79,0; 72,6; 71,9; 70,8;
70,1; 69,8; 30,9; 22,6; 21,8; 18,9.

18



[(p-cimeno)Ru((n5-C5H4CH:N-NH-C(O)CHZCHZ-NH-C6H4-SOZNH2)Re(CO)3)
ClI] (1b). Sdlido café oscuro. (Rendimiento=75%) (110 mg, 0.15 mmol).

’©—<

Cl\\\"\\u RU

oc\" R‘e\co
co

IR (KBr, cm™): 3418 (VNH/NH2/Csp2-H); 2936 (VCsps-H); 2023 (VRe-CO); 1919
(VRe-CO); 1532 (vC=N); 1391 (vS-0).'H NMR (CDCl3) &: 8,31 (s, 1H, CH=N);
7,69 (d, J = 9.0 Hz, 2H, CeHa); 7,00 (s, 1H, n>-CsHa); 6,62 (d, J = 7.0 Hz, 2H,
CeHa); 5,84 (s, 1H, n5-CsHa); 5,57 (s, 1H, n5-CsHa); 5,44 (s, 1H, n5-CsHa); 5,37
(m, 2H, p-cy); 5,12 (d, J = 6.0 Hz, 1H, p-cy); 4,85 (d, J = 6.0 Hz, 1H, p-cy); 4,73
(s, 2H, NH2): 4,18 (s, 0,5H, NH); 3,46 (m, 2H, CH,); 2,65-2,58 (m, 3H, CH2/CH);
2,31 (s, 3H, CHs); 1,17 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHz); 1,14 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHa).
13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 191,9; 178,4; 151,8; 151,2; 128,5; 128,4; 111,9;
102,1; 102,2; 97,8; 90,6; 87,2; 85,2; 84,5; 82,8; 81,7; 81,4; 81,2; 40,4; 31,1; 30,6;
22,4;21,9; 18,9.
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[(p-cimenO)Ru((r]5-C5H4CH=N-NH-C(O)CHZCHZ-NH-C6H4-SOZNH2)FeCp)CI]
(2b). Solido burdeo. (Rendimiento=77%) (124 mg, 0.21 mmol).

@<

@\/\)\/\/Q/
<z

IR (KBr, cm™): 3425 (VNH/NH2/Cspa-H); 2933 (VCsps-H); 1549 (vC=N); 1391 (vS-
0).*H NMR (CDCl3) &: 8,54 (s, 1H, CH=N); 7,68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, C¢Ha); 6,61
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Cg¢Ha); 5,61 (s, 1H, n°>-CsHa); (no se observa, NH2); 5,31 (s,
1H, p-cy); 5,25 (s, 1H, p-cy); 5,05 (m, 1H, NH); 4,98 (s, 1H, p-cy); 4,77 (s, 1H, p-
cy); 4,63 (s, 1H, n>-CsHa); 4,61 (s, 1H, n°-CsHa); 4,54 (s, 1H, n5-CsHa); 4,50 (s,
1H, n5-CsHa); 4,25 (s, 5H, n°-CsHs); 3,43 (m, 2H, CHy); 2,60-2,25 (m, 3H,
CH2/CH); 2,25 (s, 3H, CHa3); 1,10 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHz3); 1,06 (d, J = 7.0 Hz,
3H, CHs) *C NMR (CDCl3) & 176,1; 158,6; 151,8; 128,5; 128,3; 111,7; 101,4;
101,1; 83,6; 82,1; 81,5; 81,0; 79,1; 72,3; 71,7; 70,6; 70,0; 69,8; 40,6; 30,9; 30,4;
22,5:21,8; 18,8.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Sintesis y caracterizacion de complejos de Ru(ll) tipo half sandwich.

De acuerdo con las condiciones detalladas en la seccion experimental, los
complejos la-b y 2a-b fueron obtenidos a partir de la reaccién entre un
equivalente del dimero [Ru(n®-cimeno)Cl]. y dos equivalentes de las
correspondientes acil-hidrazonas hibridas organicas-organometalicas
(Esquema 1). Los compuestos fueron aislados como solidos café oscuro (1a-b)
y burdeo (2a-b) en buenos rendimientos (75 - 83%), demostrando ser solubles
en diclorometano, cloroformo, parcialmente en DMSO y presentan una alta

estabilidad al aire.

Inicialmente, los complejos obtenidos fueron caracterizados mediante
espectroscopia FT-IR en KBr. Para todos los complejos fue posible observar el
stretching vC=N en el intervalo de 1597-1628 cm™. Adicionalmente se registra la
desaparicion del stretching vC=0 en la zona de 1700-1650 cm™ presente en el
ligando libre (paginas 61,62), lo cual indica un cambio tautomérico desde la forma
amida hacia la forma imidica. Sumado a esto, para los complejos la-b se registrd
un desplazamiento a baja energia de las bandas de los carbonilos
organometdlicos en el rango de 2025 — 1919 cm™, en comparacién con los
ligandos libres (2029 — 1912 cm™), lo cual se encuentra asociado a la

coordinacion de la acilhidrazona al centro metélico de rutenio (I1).[4

La evidencia de la formacion de los compuestos de coordinacion fue obtenida
desde los respectivos espectros de RMN 'H, donde se observa la desaparicion
de las sefales correspondientes al grupo —NH-CO- (paginas 63,64) registrada a

bajo campo (6~12). De acuerdo con el analisis espectroscépico y en
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concordancia con la informacion obtenida desde los andlisis de FT-IR, se
propone que las acilhidrazonas precursoras se comportan como ligandos
bidentados monoaniénicos, permitiendo de esta manera formar complejos
neutros. Similares resultados han sido descritos por Ramesh y colaboradores
para complejos del tipo [(n8-p-cimeno)Ru(L)CI] (L=

dimetilaminobenzhidrazonas)™!.

Por otra parte, los singletes presentes en la zona de 8,51-8,31 ppm para los
complejos la-b, y 8,76-8,54 ppm para los complejos 2a-b fueron atribuidos al
proton del grupo imina CH=N. De acuerdo con estos desplazamientos quimicos,
los complejos provistos de un fragmento ciretrenilo (1a-b) poseen sefiales que
se desplazan hacia alto campo en comparacion a sus analogos provistos de un
fragmento ferrocenilo (2a-b). Lo anterior puede estar relacionado con los efectos
electronicos contrarios de los fragmentos organometalicos, los cuales actian en
el complejo y se ven reflejados en las sefiales mas cercanas al modificar su

entorno quimico, cambiando la densidad electronica cercana al protén iminico.

Asociado a las sefiales mencionadas anteriormente, los protones del anillo
aromatico disustituido presente en el ligando se registran como dos dobletes en
la zona de 6,60-8,19 ppm, esto en concordancia con otros sistemas organicos y
organometalicos que poseen anillos aromaticos con dos sustituyentes orientados
en posicion -para-. Adicionalmente, los complejos que poseen una cadena
espaciadora presentan sefiales en 7,69 ppm (1b) y 6,62 ppm (2b), mientras que
los complejos sin grupo espaciador (1a,2a) presentan estas sefiales en 7,81 y
8,15 ppm, respectivamente. Este fendmeno puede ser atribuido al efecto
electronico que aportan los sustituyentes del anillo aroméatico presentes en
ambas estructuras, donde se puede apreciar que los compuestos provistos de
una cadena espaciadora (1b,2b) se encuentran sustituidos por un grupo amina

de efecto donador de densidad electrénica, el cual ocasiona desplazamientos
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hacia alto campo de las sefiales en comparacion a sus analogos sin cadena
espaciadora (1a,2a), los cuales presentan un carbono carbonilico de efecto
sustractor de densidad electronica como grupo sustituyente.

Para los complejos 1la-b que contienen el fragmento ciretrenilo en su estructura,
se observan multiples sefales en la zona de 7,10 — 5,00 ppm correspondientes
al anillo p-cimeno y al anillo ciclopentadienilo sustituido. Las sefales del
compuesto 2b derivado de ferroceno, correspondientes a los protones
aromaticos del anillo de p-cimeno y del anillo ciclopentadienilo en el rango de &
5,61-4,25 presentan cuatro pares de dobletes que integran por un hidrogeno
cada uno y cuatro singletes que integran por uno cada uno respectivamente.
Este fenémeno tiene relacién con la coordinacién al centro metalico de Ru',
donde se evidencia que al reaccionar el dimero con tres ligandos de distinta
naturaleza o dos ligandos que poseen tres atomos coordinantes distintos, se
produce la pérdida de simetria en el complejo generando un desdoblamiento de
las sefiales, lo cual concuerda con el analisis espectroscépico propuesto Colina-

Vegas y colaboradores para complejos half sandwich de Ru(ll) aciltioureal’!.

Contrario al caso anterior, se puede observar que en los demas complejos 1a-b
y 2a, las sefales correspondientes a los protones aromaticos del anillo p-cimeno
se presentan como dos dobletes que integran por un hidrégeno y un multiplete
gue integra por dos hidrégenos, en lugar de cuatro dobletes que integran por un
proton cada uno. Sumado a lo anterior, las sefiales correspondientes al grupo
isopropilo presente en el anillo p-cimeno se observan como un triplete que
integra por seis hidrogenos o dos dobletes que integran por tres protones cada
una. Estos comportamientos se pueden atribuir a una posible interaccion
espacial, ocasionada por la pérdida de simetria en el complejo, observandose un

acoplamiento entre la sefial del grupo isopropilo y un protén aromatico cercano.
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Resultados similares fueron reportados por Rao y colaboradores para complejos

del tipo [(p-cimeno)Ru"(L)k%n.s)Cl]* con L = N-fenil-N’piridil/pirimidil tiourea .[’”]

Es importante mencionar que, en la zona de los protones aromaticos del anillo
p-cimeno, se puede apreciar para todos los complejos (1a-b y 2a-b), que una de
las cuatro sefiales se registra a alto campo en relacién a las demas (4,91-4,85
ppm y 4,84-4,77 ppm respectivamente). Este efecto puede ser atribuido a una
posible interaccién CH/tr entre el anillo aromatico ciclopentadienilo presente en
el ligando con un protén aromatico del ligando p-cimeno a causa de la proximidad
espacial de estos hidrégenos en la estructura. Fenomenos similares han sido
registrados por Wei Su y colaboradores para complejos three legged piano stool
de formula general [(n®-p-cimeno)Ru'(TSC)CI]*® con TSC = tiosemicarbazona

cetona-N4-sustituida.["®

En relacion con el fragmento organometalico presente en el ligando, se puede
evidenciar en todos los compuestos (la-b y 2a-b) que las sefales
correspondientes al anillo ciclopentadienilico sustituido se desplazan a bajo
campo respecto al ligando precursor. Ademas, se observan cuatro singletes que
integran por un proton o dos singletes que integran por un hidrégeno y un
multiplete que integra por dos protones, en lugar de dos tripletes que integran
por dos hidrégenos. Esto coincide con el andlisis espectroscopico para
complejos de Rutenio (II), donde los ligandos poseen en su estructura un
metaloceno o anillo ciclopentadienilico de la forma [(n®-p-cimeno)Ru'(ferrocenil

salicildimina)Cl] reportado por Cassells y colaboradores.[”

En relacién con el andlisis anterior cabe mencionar que, para los complejos la-
b se registré una sefal correspondiente a uno de los singletes atribuidos a la
seflal del anillo ciclopentadienilo, la cual se encuentra desplazada
significativamente a bajo campo (7,10 ppm y 7,00 ppm respectivamente) en
comparaciéon a los demas singletes del fragmento organometalico (Figura 6).
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Para este fenbmeno se propone que, los protones mas cercanos al carbono ipso
experimentan interacciones intramoleculares con el proton iminico CH=N
presente en el ligando, desapantallando las sefiales. Estos desplazamientos
también se observa en los anélogos de ferroceno (2a-b) para las sefiales de 5,72
ppm y 5,61 ppm respectivamente, lo cual concuerda con el andlisis
espectroscopico realizado por Adams y colaboradores para complejos del tipo
[Ru(CI)(TSC)(Ar)]CI] con TSC = ferrocenil monotiosemicarbazonas.!®’

CsHa .
CsHa/ NH3 / p-cim

Figura 6. Espectro RMN *H del complejo 1a en la zona de 7,25-3,75 ppm.

Es importante mencionar que para los complejos 1a-b se observo en la zona de
5,59-4,53 ppm las sefiales correspondientes al grupo sulfonamida SO2NH>,
mientras que no fue posible registrar estas sefales para los analogos de
ferrocenilo (2a-b). Sumado a estos antecedentes, para los compuestos 1b y 2b
provistos con una cadena espaciadora fue posible apreciar que la integracion de
sefales del grupo NH se reduce a la mitad. Las observaciones mencionadas
pueden estar atribuidas a posibles interacciones no covalentes del tipo enlace
de hidrégeno, promovidas por los distintos grupos funcionales presentes las

estructuras de los complejos, lo cual concuerda con reportes en literatura de
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Rutkauskas y colaboradores para compuestos hidrazonas bencenosulfonamidas
del tipo 4-({2-[5-(etilsulfanil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]etil}-amino)benceno-1-

sulfonamida.[8!

Finalmente, para todos los complejos sintetizados se observan los grupos
metino, metilo e isopropilo del anillo p-cimeno en la zona entre 2,65-1,10 ppm.
Estas sefiales se presentan como un multiplete que integra por un hidrégeno en
2,65 ppm, un singlete que integra por tres protones en 2,31 ppm y dos dobletes
0 un triplete que integra por seis hidrégenos en total en 1,14-1,23 ppm,
respectivamente. La naturaleza quiral del centro metalico y el comportamiento
diasterotopico de los grupos metilo en el fragmento isopropilo, es posiblemente
la causa de la asimetria en las sefiales observadas. Resultados similares fueron
reportados por Viswanathamurthi y colaboradores, para complejos three legged
piano stool del tipo [Ru(n®-p-cimeno)(SAL-HBT)CI] con SAL-HBT = salicil((2-

(benzotiazol-2-il)hidrazono)metilfenol).t?
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5.2 Anéalisis RMN 13C

En relacién con los andlisis de RMN *3C, los espectros obtenidos para los
compuestos 1b, 2ay 2b corroboran la formacién de los complejos. Por otra parte,
debido a su baja solubilidad y el acotado tiempo de analisis, no fue posible
obtener el espectro para el compuesto la. Las sefales correspondientes al
carbono carbonilico coordinado N=C-O aparecen en el intervalo de 178,5-176,1
ppm para los compuestos provistos de cadena espaciadora (1b,2b), mientras
que para el complejo la, se observa en 171,2 ppm. Esta diferencia en el
desplazamiento quimico puede estar relacionada a un posible efecto electronico,
atribuido a las distintas estructuras resonantes que aporta el anillo aromatico
sobre el carbonilo. En este contexto, Alsaeedi y colaboradores han reportado
desplazamientos quimicos similares para complejos three legged piano stool del
tipo RuCl(n8-p-cimeno)(diamina)]PFe, donde diamina = 1,2-

diaminoantraquinona.[®!

Asociado a las sefales mencionadas, los desplazamientos quimicos
correspondientes al grupo iminico CH=N se registran en 160,3 ppm para el
compuesto 2a, mientras que para los complejos provistos de cadena
espaciadora 1b y 2b se observan en 151,2 y 158,6 ppm, respectivamente. Los
valores de los compuestos 2a y 2b aparecen relativamente cercanos debido a
gue ambos complejos poseen un fragmento ferrocenilo enlazado al carbono
iminico, experimentando un efecto electronico donador similar. De forma
contraria, se observa una diferencia al comparar los valores de los complejos 1b
y 2b, lo cual puede ser atribuido a los efectos electrénicos contrarios que aportan
los fragmentos organometdlicos de ciretrenilo y ferrocenilo respectivamente.
Fendmenos similares han sido reportados por Arancibia y colaboradores, para
tiosemicarbazonas organometalicas del tipo [(n°>-CsH4)—C(R1)=NNHC(S)NHR2]M
con M = Re(CO)s, Fe(n°>-CsHa); R1 = H, CH3 y Rz = H, CH3, CH2CHs, CgHs.[84
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En relacién con los valores correspondientes a los nacleos de carbono del anillo
aromatico disustituido presente en el ligando acilhidrazona de los complejos 1b
y 2b, se observd que en ambos casos los desplazamientos quimicos coinciden
en 128,3 ppmy 111,8 ppm. Por otra parte, las sefales del complejo 2a aparecen
en 125,9 ppm y 128,9 ppm observandose que una de ellas se desplaza hacia
bajo campo en comparacion a su analogo 2b. Bajo estos antecedentes, se ha
propuesto que este fendmeno puede estar atribuido al efecto donador de
densidad electrénica, proporcionado por el grupo amina enlazado directamente
al anillo aromatico presente en los complejos 1b y 2b provistos de una cadena
espaciadora, el cual difiere del efecto sustractor de densidad electronica que
otorga el grupo carbonilo en el complejo 1a. Se han reportado desplazamientos
guimicos similares por Ozpozan y colaboradores, para complejos del tipo
[RUCI(N,O)(p-cimeno)] donde (N,O = N-(3-(2-

hidroxibenzilidenamino)fenil)bencenosulfonamidas).®

Con respecto al fragmento organometalico, las sefiales correspondientes al
anillo ciclopentadienilo de los compuestos 2a-b derivados de ferroceno aparecen
en el intervalo de & 69,2-79,1 presentando una sefial mas intensa en ~70,0 ppm
asignada al anillo ciclopentadienilo no sustituido. En caso analogo, los
desplazamientos atribuidos al anillo ciclopentadienilo del compuesto 1b que
presenta el grupo ciretrenilo, se desplazan hacia bajo campo en el intervalo de
82,8-97,8 ppm, lo cual es atribuido a la naturaleza sustractora de densidad
electronica de dicho fragmento organometélico. Sumado a lo anterior, para el
complejo 1b se observé una sefial a bajo campo en 191,9 ppm, que corresponde
a los carbonilos presentes en el fragmento ciretrenilo. Estos valores de
desplazamiento quimico también han sido reportados por distintos
investigadores como Gémez y Biot, para compuestos derivadas de ciretreno del
tipo  [(n%-CsH4)-C(R)=N-N=CH(5-NO.-2-C4H-0)]JRe(CO); 8% 'y  [n°-1,2-

28



CsHs(R)(CH=N-CH>CH2NH-QN)]Re(CO)s con R = H; R = CH,OH; QN = N-(7-Cl-

4-quinolinil) " respectivamente.

Ademas, para todos los compuestos medidos fue posible identificar las sefiales
correspondientes al fragmento p-cimeno, donde se observa el grupo metilo (CHz)
en ~18,8 ppm, el grupo metino (CH) del fragmento isopropilo en ~30,6 ppm,
mientras que los carbonos aromaticos aparecen en el intervalo de & 81,0-84,5.
Es importante mencionar que los grupos metilo ((CHs)2) se observan como dos
sefales en el intervalo de 21,8-22,6 ppm en lugar de una sola sefal, lo cual
puede ser atribuido a la no equivalencia de dichos grupos debido perdida del
plano de simetria en los complejos al momento de la coordinacion. Este
comportamiento también ha sido reportado por Haribabu y colaboradores, donde
se encontraron valores de desplazamiento similares para sistemas [Ru(n®-p-
cimeno)(HL1)CI|CI, donde HL1 = (E)-2-((1H-Indol-3-

il)metilen)hidrazinacarbotioamida. !

Los antecedentes presentados anteriormente han permitido confirmar la
obtencién de los complejos sintetizados, sin embargo, para una correcta y
completa asignacion de las sefiales observadas fue necesario realizar
experimentos RMN 2D HSQC y HMBC a los compuestos 1b y 2a

respectivamente.
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5.3 Anédlisis RMN 2D HSQC y HMBC

Con la finalidad de asignar las sefiales de forma inequivoca, se registraron los
espectros de {!H-13C} HSQC y {*H-13C} HMBC para los complejos 1b y 2a
respectivamente. En el caso del complejo 1b derivado de ciretreno, el espectro
de HSQC permite reconocer la sefial correspondiente al carbono del enlace
imina CH=N, el cual aparece en 151,2 ppm, logrando una asignacién pese a la

baja intensidad de dicha sefial (Figura 7).
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Figura 7. Espectro HSQC del complejo 1b derivado de ciretreno

Adicional a la asignacion de sefales, se identificaron distintas zonas en el
espectro las cuales se encuentran relacionadas con los grupos presentes en el

compuesto. En la zona seleccionada de 92,0 - 80,0 ppm y 7,10 - 4,70 ppm
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(Figura 8) se observan las sefiales correspondientes al fragmento ciretrenilo,

como también los protones aromaticos del anillo p-cimeno.

En este contexto, se logrd establecer que las sefiales de *3C en 81,2 ppmy 84,5

ppm corresponden a una misma sefial de proton, la cual se observa como un

multiplete que integra por dos hidrégenos en 5,46 ppm correspondientes al anillo

p-cimeno.
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Figura 8. Espectro HSQC del complejo 1b, en la zona de 7,10-4,70 ppm y 100,0-66,0

ppm.

Con la finalidad de complementar la data espectroscopica y lograr una total

caracterizacion de los complejos, se realiz6 adicionalmente un experimento RMN

2D de HMBC para el compuesto 2a derivado de ferroceno. A diferencia del

andlisis HSQC, este experimento permite observar acoplamientos {*H-13C} a una

distancia de hasta tres enlaces, logrando de esta manera identificar las sefiales
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presentes y establecer su relacion con los distintos fragmentos dentro del
complejo, como lo son el anillo p-cimeno, el fragmento organico del ligando y el
fragmento ferrocenilo. Ademas, este experimento permitioé reconocer las sefiales
de carbono correspondientes al grupo imina CH=N y al carbonilo organico N=C-
O en 158,2 ppm y 176,1 ppm respectivamente, como también ha permitido
asignar las sefiales de los carbonos cuaternarios pertenecientes al anillo
disustituido presentes en el ligando, los cuales se observar en 151,8-128,5 ppm

como sefales menos intensas (Figura 9).
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Figura 9: Espectro HMBC del complejo 2a, en la zona de 8,90-7,70 ppm y 190-55 ppm
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En concordancia con los resultados obtenidos a partir del andlisis HSQC
realizado para el complejo 1b derivado de ciretreno, fue posible corroborar en la
zona de 5,75-4,55 ppm y 80,0-70,0 ppm, que la sefial de protones desplazada
hacia bajo campo (5,70 ppm para el complejo 2a) corresponde al hidrégeno
aromatico perteneciente al anillo sustituido del fragmento ferrocenilo. Esta
aproximacion se logré establecer a partir de la relacion entre las sefales
pertenecientes a dicho fragmento, lo cual adicionalmente favorecié una correcta
asignacioén para la sefial correspondiente al carbono ipso presente en el anillo
ciclopentadienilo sustituido (Figura 10). La data espectroscopica y los
desplazamientos quimicos obtenidos han permitido lograr una caracterizacion
completa para los complejos medidos, lo cual también concuerda con los valores
reportados por Furrer y colaboradores para complejos three legged piano stool

de rutenio (Il) coordinados con aminoéacidos.®
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Figura 10. Espectro HMBC del complejo 2a, en la zona de 5,75-4,55 ppm y 80-70 ppm
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Para finalizar, es importante mencionar que, pese al gran esfuerzo empleado en
la purificacion y recristalizacion de los complejos, no ha sido posible obtener
cristales que posean las condiciones necesarias para realizar un andlisis de
rayos X de monocristal. La dificultad en la obtencion de cristales puede estar
relacionada con la complicacion para encontrar las condiciones ideales, sumado
a la elevada cantidad de sitios capaces de experimentar interacciones no
covalentes presentes en el complejo. Ademas, el acotado tiempo empleado para
el procedimiento experimental, sumado a la poca experiencia en la obtencién de

cristales también han dificultado este proceso.
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5.4 Analisis de las propiedades Electroquimicas.

La versatilidad de los complejos de rutenio ha permitido su utilizacién en
diferentes aplicaciones, donde sus propiedades electroquimicas juegan un rol
fundamental. Ademas, se ha reportado que la facilidad de oxidacion en sistemas
biolégicos cumple un rol relevante. Es por esto que se ha optado por realizar de
forma preliminar, el estudio de las propiedades electroquimicas para todos los
complejos sintetizados (1a-b, 2a-b). Este andlisis se llevé a cabo con la finalidad
de establecer una posible relacion entre los efectos electronicos presentes en
cada complejo y su actividad como (CAl's). En este contexto, fue posible obtener
dicha informacion mediante voltametria ciclica (Figura 11), donde fue posible
observar los procesos redox correspondientes a las especies Fe' (I), Re' (II) y

Ru'' (IIT), ademas del fragmento organico presentes en las estructuras (IV).

. , .
0,0 0.5 1,0 1,5 2,0
Potencial (V)

Figura 11. Voltamogramas de los complejos [(p-cimeno)Ru(acil-hidrazona)Cl.
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Bajo esta mirada, para los compuestos derivados de ciretreno (1a-b) se observé
gue no hay diferencia significativa en los potenciales de oxidacion de ambos
complejos. Ademas, para estas especies se registré un proceso de oxidacion
irreversible (IT) en 1,6 V, el cual concuerda con valores atribuidos a la oxidacion
de la especie [(Re(l) — Re(ll)] reportados por Godoy y colaboradores en
sistemas derivados ciretreno del tipo [(n°-CsH4CH=N-M)Re(CO)3], donde M =

eter corona.!®¥

En caso contrario, para los compuestos 2a-b provistos de un fragmento
ferrocenilo, se observa un proceso reversible en 0,3 V (I) atribuido a la oxidacion
de la especie [Fe(ll) — Fe(lll)], donde se logra evidenciar un desplazamiento
hacia potenciales altos en comparacion a valores reportados para el compuesto
ferroceno libre (0,12 V) en condiciones similares. Este fenomeno puede estar
atribuido al efecto sustractor de densidad electronica que presenta el grupo imina
unido directamente al fragmento organometalico, el cual ademas, se encuentra
coordinado al centro metélico de Ru(ll) incrementando la deficiencia de densidad
electronica. Bajo esta mirada, resultados similares fueron reportados por
Govender y colaboradores para metalodendrimeros del tipo [DAB-PPI{(n®-p-
cimeno)Ru((C7HsNO)-k2-N,O)PTA(5-ferrocenolvinil)}n][PFe]n.°

Sumado a estos antecedentes, para todos los complejos fue posible evidenciar
un peak en la zona de 0,7 — 0,9 V, correspondiente al proceso de oxidacion del
fragmento organico (IV), donde se observa una sefial de menor intensidad para
los compuestos la-b, en comparacion a los analogos derivados de ferroceno
(2a-b). Ademas, se puede observar que, para ambas familias de complejos los
peak aparecen como sefiales anchas en valores de potencial similares. Este
comportamiento puede estar relacionada con el tamafio de la porcion organica,
la cual debido a su gran envergadura no experimenta a gran escala los efectos

electronicos y se comporta de forma independiente a los fragmentos
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organometalicos presentes, lo cual también ha sido observado por Godoy y
colaboradores para compuestos organometalicos derivados de chalconas del
tipo [(n%-CsH4C(O)CH=CH-4-benzo-15-crown-5)MLn] donde MLn = ferrocenil,

ciretrenil y cimantrenil) 21,

Por dltimo, para ambas familias de compuestos (la-b y 2a-b) se observa un
proceso de oxidacién irreversible (IIT) en 1,2 V y 1,0 V respectivamente, los
cuales coinciden con los valores de oxidacion del centro metalico [Ru(ll) —
Ru(ll)] reportados por Mandal y colaboradores para complejos heterobimetéalicos
del tipo [Ru(L)(nt-areno)Cl] provistos de un ligando ferrocenil-quinolina.l*! En
este contexto, se puede observar una diferencia de 0,2 V entre ambas familias
de compuestos, evidenciando desplazamientos hacia potenciales bajos para los
complejos 2a-b derivados de ferroceno en comparacion a sus analogos
provistos de un fragmento ciretrenilo (1a-b). Este comportamiento puede ser
atribuido a una efectiva comunicacion electronica entre el fragmento
organometalico ferrocenilo y el centro metalico de rutenio, donde la naturaleza
donadora de densidad electronica presente en el fragmento actia sobre la
densidad electronica de la especie Ru(ll) facilitando su proceso de oxidacion en
comparaciéon con el fragmento ciretrenilo, fenomeno que también ha sido
reportado por Shapovalov y colaboradores para complejos heterometalicos half
sandwich de Rutenio(ll) provistos de ligandos pyrazol / [-dicetona

organometalicos derivados de ferroceno y cimantreno.!®®
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5.5 Evaluaciéon como inhibidores de la Anhidrasa Carbénica.

Como se establecié anteriormente, la naturaleza electrénica de un fragmento
organometalico puede modular las propiedades bioldgicas de un compuesto,
dependiendo del efecto que otorga en la estructura. Ademas, la coordinacion de
dichas especies a distintos metales puede modificar el efecto electrénico total
del complejo otorgando un efecto sinérgico, como también puede modificar los
potenciales de oxidacion en los centros metalicos presentes, influyendo

directamente en su actividad inhibitoria.

Bajo esta premisa, todos los complejos (1a-b y 2a-b) fueron evaluados in vitro
como inhibidores de la enzima anhidrasa carbdnica (CAIs), en colaboracién con
el Dr. Claudiu Supuran de la Universidad de Florencia, Italia. En este contexto
cabe destacar que, a causa del Covid-19 se experiment6é una dificultad en el
envio de los compuestos sintetizados, por lo que solo fue posible la medicion en
cuatro isoformas hCA, en las cuales se incluyeron dos isoformas citosélicas
humanas (h) (hCA 1y Il) y dos isoformas transmembrana sobrexpresadas en
células cancerigenas (hCA IX y XIll). Los datos fueron extraidos desde el ensayo
hidrasa CO: de flujo interrumpido, obteniendo las constantes de inhibicion (Ki)
las cuales describen la afinidad del complejo con el el sitio activo de la enzima
CA (a menor valor de Ki, mayor afinidad con el sitio activo). Estos valores se
compararon con la droga control acetazolamida (AAZ) y con los ligandos

correspondientes (Li.- L2v) (Tabla 1).

Este estudio se ha realizado con el objetivo de explorar las propiedades
biolégicas en este nuevo tipo de sistemas heterobimetalicos, como ademas
establecer una relacion entre la coordinacién de ligandos organicos -
organometalicos de distinta naturaleza electronica al centro metélico de rutenio,

y su rol como moduladores de las propiedades inhibidoras.
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K| (nM)

Cmp hCA | hCAll hCA IX hCA XIi
Lia 595.4 0.48 - -
L2a 2817 4.02 - -

Lab 7736 6.59 - -

Lao 8090 18.2 - -

la 538.1 50.4 30.2 44.2
2a 483.6 56.4 79.2 79.5
1b 1608 650.5 275.6 297.4
2b 953.7 422.3 140.2 158.2

AAZ 250 12.1 25.7 5.7
Tabla 1: Inhibicion de la CA en sus isoformas hCA |, Il, IX y XlI, frente a la droga control

acetazolamida (AAZ) y los ligandos organometalicos, realizado por el ensayo hidrasa

CO; de flujo interrumpido

En primer lugar, es importante mencionar que todos los complejos medidos
resultaron ser activos en el rango nanomolar (nM) para inhibir las distintas
isoformas de la enzima anhidrasa carbodnica. Por otra parte, también se puede
observar que, para todos los complejos obtenidos, las especies sin grupo
espaciador 1lay 2b, presentan una mayor actividad que sus analogos provistos
de cadena espaciadora (1b y 2b). Este fendbmeno puede estar relacionado con
la comunicacion electrénica presente en los complejos, donde se observa que
para las especies sin cadena espaciadora, su estructura se encuentra con un
mayor grado de comunicacion electronica, a diferencia de sus analogos que
poseen un grupo espaciador -CH>CH2NH-, el cual interrumpe completa
conjugacion electrénica desde los fragmentos organometalicos hacia el grupo
sulfonamida disminuyendo su afinidad, en concordancia con valores reportados
Sethi y colaboradores, para compuestos organicos provistos de un fragmento

bencenosulfonamida.®
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En cuanto a los valores correspondientes a la Isoforma hCA |, es posible
establecer que, en concordancia con la hipétesis postulada, todos los complejos
medidos presentaron mayor actividad que sus ligandos precursores (L1a-Lob).
Este fendmeno puede estar asociado a la coordinacion de los ligandos con
centro metdlico de Ru(ll), el cual proporciona un efecto sinérgico, que sumado al
fragmento organometalico, favorece la afinidad del grupo sulfonamida con el sitio
activo de la enzima hCA |. En relacion a estos estudios, se han descrito
resultados similares por Ul-Hassan y colaboradores para bases de schiff
provistas de un grupo sulfonamida y coordinadas a distintos centros metalicos
(Co(l1), Ni(ll), Cu(ln)).[*™

Por otra parte, se observo que para los valores correspondientes a la Isoforma
hCA Il, los complejos sin grupo espaciador 1ay 2a (50,4 nM y 56,4 nM) presentan
una actividad relativamente similar. Sin embargo, para los analogos con cadena
espaciadora, el complejo provisto de un fragmento ferrocenilo 2b (422,3 nM)
posee una mayor actividad que su analogo de ciretrenilo 1b (650,5 nM),
dificultando establecer una relacion entre el fragmento organometalico y su

actividad como CAls.

Con respecto a los valores obtenidos para las isoformas hCA IX y Xll se observé
gue el complejo sin grupo espaciador provisto de un fragmento ciretrenilo 1la
exhibe el doble de actividad (30,2 nM ;44,2 nM) gque su analogo ferrocenilo 2a
(79,2 nM; 79,5 nM), observandose valores cercanos al farmaco comercial AAZ
(25,7 nM). Al contrario de este comportamiento, y en relaciéon con los complejos
provistos de un grupo espaciador (1b, 2b), el complejo provisto de un fragmento
ferrocenilo 2b presenta el doble de actividad (140,2 nM; 158,2 nM) que su
analogo de ciretrenilo 2a (275,6 nM; 297,4 nM). Estos resultados confirman una
posible dependencia entre el fragmento organometalico presente en el complejo
y su actividad como CAls, demostrando que la naturaleza electronica de los

fragmentos organometalicos juega un rol fundamental al momento de modular
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interacciones en el sitio activo de la enzima hCA, en concordancia con estudios
realizados por Salmon y colaboradores para bencenosulfonamidas provistas de

un fragmento organometalico.[°®!

Dicho fenbmeno ha demostrado estar directamente relacionado con los
potenciales de oxidacién de los metales presentes en el complejo, observandose
un aumento en la afinidad con el sitio activo, al aumentar el potencial de
oxidacién de los metales presentes en la estructura (Ciretreno > Ferroceno),
dejando en evidencia que al dificultar los procesos de oxidacién de los centros
metalicos incorporando fragmentos organometalicos sustractores de densidad
electronica, se puede aumentar a mas del doble la actividad inhibidora de la
anhidrasa carbonica, como fue el caso de las isoformas asociadas a células
cancerigenas hCA I1X y hCA XIl. En concordancia con estas observaciones, se
han descrito valores similares por Supuran y colaboradores para complejos
metalicos de Zn(ll), Co(ll), Ni(ll) y Cu(ll) provistos de ligandos bases de schiff's

que poseen un fragmento sulfonamida, los cuales actian como CAl's.[?7)

Finalmente, cabe destacar que los complejos sintetizados en esta investigacion
son los primeros sistemas heterobimetalicos con ligandos hibridos provistos de
fragmentos organicos - organometalicos en ser evaluados como inhibidores de
la enzima anhidrasa carbonica (CAl’s), abriendo la posibilidad a explorar nuevos
disefios de compuestos, apostando a un efecto sinérgico entre los distintos
centros metalicos para favorecer la actividad inhibitoria, como también la

selectividad a las distintas isoformas de la anhidrasa carbodnica.
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6. CONCLUSIONES

Los complejos three legged piano stool de Ru" provistos de ligandos
acilhidrazonas hibridos organicos - organometélicos fueron sintetizados
exitosamente, mediante la coordinacion frente al dimero de rutenio [Ru(n®-

cimeno)Cly]2, con rendimientos sobre el 70%.

La presencia de una base no nucleofilica en el medio de reaccion (EtzN),
facilito la tautomerizacion de los ligandos organometalicos, favoreciendo una

coordinacion del tipo N,O donadora.

Los espectros de RMN 1D (*H, *3C) y 2D ({*H-13C} HSQC, HMBC) registrados
para las especies sintetizadas confirmaron el comportamiento monoanionico
de los ligandos acilhidrazonas, corroborando la obtencion de complejos

neutros del tipo [Ru(n®-cimeno)(N,O)CI].

Los estudios electroguimicos demostraron para ambas familias de complejos
(1a-b, 2a-b) una estrecha relacién entre el fragmento organometalico y el
centro metdlico de Ru'", evidenciando diferencias en el potencial de oxidacién
del rutenio, en respuesta a la naturaleza electronica de la entidad

organometalica.

Todos los complejos sintetizados fueron biol6gicamente activos como
inhibidores de la enzima anhidrasa carbdnica en el rango nanomolar,
presentando un efecto sinérgico para la isoforma hCA |, como también una
selectividad frente a las isoformas hCA 1X y XII, dando cuenta de potenciales

aplicaciones farmacoldgicas.
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Los estudios realizados demostraron una posible relacion entre el efecto
electrénico experimentado por los complejos heterobimetalicos y sus
propiedades como CAl's, observdndose un aumento en la actividad
inhibidora de los complejos derivados de ciretreno, en comparacion a sus

analogos provistos de un fragmento ferrocenilo.
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8. ANEXOS

8.1 Espectros IR (KBr)

8.1.1  [(p-cimeno)Ru((n>-CsH4CH=N-NH-CO-(CsHs-4-SO,NH,))-Re(CO)3)ClI]

(1a).
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8.1.3

% Transmittance

8.1.4

%Transmittance

[(p-Ci meno)Ru((n5-C5H4CH=N-NH-CO-(CHz)zN H-(C6H4-4-802N Hz))-
Re(CO)5)Cl] (1b).
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8.2 Espectros RMN H

8.2.1  [(p-cimeno)Ru((n>-CsHsCH=N-NH-CO-(CgsH4-4-SO2NH,))-Re(CO)3)Cl]
(1a).
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8.2.2 [(p-cimeno)Ru((n°-CsH4CH=N-NH-CO-(CgH4s-4-SO-NH,))-Fe(n®-
CsHs))Cl] (2a).
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8.2.3 [(p-Cimeno)Ru((n5-C5H4CH=N-NH-CO-(CHZ)ZN H-(C6H4-4-802N Hz))-
Re(CO)3)CI] (1b).
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8.2.4 [(p-cimeno)Ru((n>-CsH4CH=N-NH-CO-(CH,),NH-(CgH4-4-SO,NH,))-
Fe(n®-CsHs))Cl] (2b).
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8.3 Espectros de RMN C

8.3.1 [(p-cimeno)Ru((n®>-CsH4sCH=N-NH-CO-(CsH4-4-SO2NH,))-Fe(n°-
CsHs))Cl] (2a).
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8.3.3 [(p-Cimeno)Ru((n5-C5H4CH=N-NH-CO-(CHZ)ZNH-(C6H4-4-SOZNH2))-

Fe(n®>-CsHs))CI] (2b).
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8.4 Espectro RMN 2D HSQC [(p-cimeno)Ru((n*-CsHsCH=N-NH-CO-

(CH2)2NH-(CgH4-4-SO,NH>))-Re(CO)3)Cl] (1b).
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8.5 Espectro RMN 2D HMBC [(p-cimeno)Ru((n®-CsH4CH=N-NH-CO-(CgH4-4-

SO2NH))-Fe(n®-CsHs))Cl] (2a).
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8.6 Espectros IR (KBr) ligandos precursores

8.6.1. [(ns-C5H4CH:N-NH-CO-(C6H4-4-SOQN Hz))-Re(CO)g] (I—la)-
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8.6.3. [(n3-CsHaCH=N-NH-CO-(CH,),NH-(CeH4-4-SO-NH,))-Re(CO)3] (L 1v).
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8.7 Espectros de RMN !H ligandos precursores.

8.7.1. [(n5-C5H4CH:N-NH-CO-(CGH4-4-SOQN H2))-R€(CO)3] (Lla)-
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8.7.3. [(I‘]5-C5H4CH:N-NH-CO-(CHz)zN H-(CsHs-4-SO2NH,))-Re(CO)3] (1c).
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