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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se planted la sintesis y caracterizacion
de precursores carbinoles organometalicos y su posterior derivacion hacia
azoles organometalicos que contienen los grupos ciretrenilo y cimantrenilo,
junto con el fragmento bioactivo 1,2,4-triazol. Ademas, se llevé a cabo la
evaluacion de dichos azoles tanto en términos de sus propiedades
anticancerigenas y como inhibidores de la aromatasa.

Con este enfoque, se desarrolld una estrategia bioorganometalica orientada a la
busqueda de nuevos sistemas con potencial aplicacion en la investigacion
oncoldgica, permitiendo no solo su sintesis y caracterizacion, sino también la
evaluacion de sus propiedades biolégicas.

Las rutas sintéticas disefiadas, plantearon en una primera etapa la obtencion de
los carbinoles de tipo [(CO)3sM(n°-CsH,)-CH(OH)-R] donde M = Re (1) y
Mn(l); R = (CgHs-4-CN), (n°-CsHs)Re(CO)s. Estos derivados fueron
sintetizados mediante la reaccién entre los precursores [(CO)sM(n°-CsHy-
CHO)] (M = Mn (1) y Re(l)) y [(CO)sRe(n’-CsH4-Br)] o 4-bromobenzonitrilo,
segun sea el caso, por medio de una reaccién de adicion nucleofilica.
Finalmente, se llevé a cabo sobre dichos carbinoles, una aminacion directa
utilizando 1,2,4-triazol, en presencia de triflato de aluminio (I11).

A todos los azoles obtenidos se les realizé un estudio de estabilidad en medio
acuoso a traves de UV-Vis, para finalmente ser evaluados por sus propiedades
anticancerigenas (células cancerigenas ER+ MCF-7) y como inhibidores de la
aromatasa. Los ensayos se llevaron a cabo en colaboracion con el Dr. Felipe

Zuiiiga de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion.



ABSTRACT

In this research work, the synthesis and characterization of organometallic
carbinol precursors were proposed, followed by their derivation into
organometallic azoles incorporating the cyrhetrenyl and cymantrenyl groups,
along with the bioactive 1,2,4-triazole fragment. Additionally, these azoles
were evaluated both in terms of their anticancer properties and as aromatase
inhibitors.

With this approach, a bioorganometallic strategy was developed to search for
new systems with potential applications in oncology research, enabling not only
their synthesis and characterization but also the evaluation of their biological
properties.

The designed synthetic routes initially involved obtaining carbinols of the type
[(CO)3sM(n>-CsH4)-CH(OH)-R], where M = Re (I) and Mn (I); R = (CeHs-4-
CN), (n°-CsH4)Re(CO)s. These derivatives were synthesized via the reaction
between the precursors [(CO)sM(n°-CsHgs-CHO)] (M = Mn (1) and Re (1)) and
either [(CO)sRe(n®-CsH4-Br)] or 4-bromobenzonitrile, as appropriate, through
a nucleophilic addition. Finally, these carbinols underwent direct amination
using 1,2,4-triazole in the presence of aluminum triflate.

All the obtained azoles were subjected to a stability study in an aqueous
medium via UV-Vis analysis, before being evaluated for their anticancer
properties (ER+ MCF-7 cancer cells) and as aromatase inhibitors. The assays
were conducted in collaboration with Dr. Felipe Zufiiga from the Faculty of

Pharmacy at the University of Concepcion.



1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad compleja que continda siendo una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en el afio 2020
alrededor de 10 millones de personas fallecieron a causa de esta
patologia[1]. El cAncer se caracteriza por el crecimiento descontrolado y
anormal de células en el organismo, que puede conducir a la formacion de
masas 0 tumores malignos en diversos 6rganos y tejidos. Su desarrollo
estd influenciado por una interaccion multifactorial que involucra tanto

componentes genéticos como factores ambientales y de estilo de vida[2].

Particularmente, el cancer de mama se situa entre los tipos mas frecuentes
de cancer (11.7% de nuevos casos), afectando predominantemente a
mujeres, especialmente en el rango de edad de 50 a 69 afnos[1]. Sin
embargo, también puede presentarse en mujeres mas jovenes y, en casos
menos comunes, en hombres. La deteccidn temprana desemperfia un papel
crucial en la mejora de los resultados del tratamiento, y los avances en la
comprension de la biologia del cancer han llevado al desarrollo de diversas
estrategias terapéuticas[1,3,4]. Entre las opciones de tratamiento mas
comunes se encuentran la cirugia[5], la radioterapia[6], la
quimioterapia[7], la terapia hormonal[8] y la terapia dirigida[9], las cuales
se seleccionan de manera especifica segun las caracteristicas individuales

del paciente y la naturaleza de la enfermedad[3].

A medida que se profundiza en la investigacion cientifica, se abre la
posibilidad de mejorar la comprension de los procesos biologicos y

moleculares que subyacen al cancer de mama y otros tipos de cancer, lo



que a su vez proporciona una base solida para el desarrollo de terapias méas
efectivas y personalizadas[10]. La constante investigacion y el
perfeccionamiento de las estrategias terapéuticas representan pilares
fundamentales en la lucha contra esta enfermedad. En ese aspecto, la
terapia hormonal ha demostrado ser eficaz en el tratamiento del cancer de
mamas y ha contribuido significativamente a mejorar las tasas de
supervivenciay el manejo de la enfermedad. Esto se debe a que estos tipos
de cancer se caracterizan por la presencia de receptores en las células
cancerosas que responden a las hormonas sexuales de estrégeno y la
progesterona[11-13], a este tipo de canceres se denomina como “cancer
ER (+)”, término que se asocia con la expresion de receptores de estrogeno

por parte de las celulas tumorales[14].

Entre los tratamientos farmacoldgicos se encuentran los inhibidores de la
aromatasa (1A)[15], una enzima encargada de la sintesis de estrogeno. A
modo de ejemplo, las drogas letrozol[16], anastrazol[17], vy
exemestano[18] bloquean la accion de la enzima aromatasa, lo que genera
una disminucion en la sintesis de estrogenos, por parte de tejidos
periféricos[19]. Esta reduccion ayuda a prevenir el crecimiento y la
propagacion de las células cancerosas. Estructuralmente, el letrozol
(Figura 1a), posee tres anillos aromaticos: dos anillos de benceno
sustituidos con grupos nitrilo en posicion 4 y un anillo de triazol (1,2,4-
triazol). Con respecto al mecanismo de inhibicion, el grupo 1,2,4-triazol
cumple un papel fundamental al interactuar con el grupo hemo de la

enzima[20].

10
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Figura 1. Drogas para el tratamiento del cancer de mamas Letrozol (1a) (1A) y
Tamoxifeno (1b) (SERM)

Otra estrategia farmacoldgica utilizada para combatir el cAncer de mama,
consiste en el uso de los moduladores selectivos de los receptores de
estrogeno (SERM), como el tamoxifeno (Figura 1b)[21].A diferencia de
los inhibidores de la aromatasa, el mecanismo de accion de los SERM
(Figura 2) se basa en la unién a los receptores de estrogenos en distintas
células, generando efecto antagonistas. Los antagonistas actuan
bloqueando los receptores de estrogeno, evitando la union del ligando
enddgeno. De esta manera, se puede lograr un efecto terapéutico por
medio del bloqueo o degradacion de los receptores en células

tumorales[22].

11
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Figura 2. Mecanismo de los IA (izquierda) y SERM (derecha)

En casos mas avanzados de cancer de mama con receptores hormonales
positivos, los inhibidores de CDK4/6[23] en combinacion con la terapia
hormonal son administrados para frenar la proliferacion celular. Algunos
de estos inhibidores son los farmacos Palbociclib, Ribociclib vy

Abemaciclib.

La eleccion del tratamiento hormonal especifico depende de diversos
factores, como la posible menopausia de la paciente y las
recomendaciones del oncologo[3]. Estos medicamentos han contribuido
significativamente a mejorar las tasas de supervivencia y controlar el
cancer de mama con receptores hormonales positivos, desempefiando un

papel esencial en la lucha contra esta enfermedad.

Compuestos inorganicos en medicina

A lo largo de la historia, la busqueda de moléculas con potenciales
aplicaciones farmacologicas ha sido uno de los enfoques mas importantes
de la quimica organica[24,25]. Esto se debe a la complejidad de ciertas

enfermedades y a la resistencia de ciertos farmacos derivados de

12



compuestos organicos[26,27], lo que ha disminuido la eficacia de ciertos
tratamientos y abre la posibilidad de que algunos farmacos de queden

obsoletos.

Para combatir estas problemaéticas se ha propuesto la busqueda de
alternativas en el disefio de nuevos farmacos, incluyendo aquellos que
contienen iones metélicos. Entre los mas relevantes, se destaca el
descubrimiento de Rosenberg[28], que da cuenta de los efectos
anticancerigenos del compuesto cisplatino (Figura 3a), pionero en el
desarrollo de metalo-drogas. A raiz de estos hallazgos, se propusieron
nuevos compuestos bioactivos que poseen en su estructura metales de
transicion que sean mas eficientes para el combate de algunas
enfermedades de alto riesgo o incurables, surgiendo la Quimica Inorganica

Medicinal como una sub-area de la Quimica Inorganica[29].

o
H2 (@)
HaNs, ¢ N o HN 0
PRANG Pt Pt
H3N ci
: iy N H3N/ \o
a) Hy ®)
b) 9 N

Figura 3. Agentes alquilantes a) Cisplatino, b) Oxaliplatino y c) Carboplatino

Para el disefio de nuevos metalofarmacos, se plantean diferentes
estrategias sintéticas, las cuales incluyen factores como: i) el nUmero de
coordinacion y geometria molecular, lo que permite obtener una alta
diversidad estructural y una estereoquimica variada; ii) el intercambio de
ligandos, que permite modular la solubilidad entre medio biolégico y la

lipofilia; iii) las propiedades electroquimicas de los metales que pueden

13



permitir la participacion del ion metalico en distintas reacciones redox
bioldgicas[30-32].

Compuestos bioorganometalicos en el tratamiento contra el cancer

Se define el nombre “Quimica Bioorganometalica” como “el estudio de
biomoléculas 0 moléculas bioldgicamente activas que contienen en su
estructura al menos un atomo de carbono directamente unido a un metal o
un metaloide” segun la definicion proporcionada por Gerard Jaouen en
1985[33]. Aunque historicamente los compuestos organometalicos han
presentado desafios en su aplicacion en sistemas bioldgicos asociados a
ser toxicos o incompatibles, es importante destacar que en los ultimos afios
se ha avanzado significativamente en la superacion de estas
limitaciones[34]. El disefio racional de moléculas bioorganometélicas ha
emergido como una estrategia prometedora para mitigar la toxicidad y
mejorar la permeabilidad en membranas[33]. Este enfoque innovador ha
permitido demostrar que un considerable nimero de compuestos
organometalicos no necesariamente exhiben las desventajas asociadas con
esta familia de compuestos. Este progreso alienta la exploracion y
aplicacion de nuevos compuestos organometalicos en contextos
bioldgicos con una base bibliografica mas definida, abriendo nuevas

perspectivas para su integracion exitosa en estudios y aplicaciones.

Dentro de los sistemas mas estudiados se destacan los metalocenos, los
cuales fueron establecidos como entidades organometalicas ideales para
este proposito, debido a caracteristicas como: tamafio pequefio, rigidez y

caracter lipofilico, que le permite penetrar con facilidad las membranas

14



celulares[35-37]. Otra caracteristica importante es que posee al menos una
superficie que se asemeja a un ndcleo aromatico [Anillo ciclopentadienilo
(n®-CsHs)]. Con base a esto, se ha reemplazado un anillo aromatico de una
molécula bioactiva por un fragmento organometalico, enfocandose

principalmente en las que contienen el fragmento ferrocenilo[38].

En lo que respecta al cancer, Jaouen y col. desarrollaron compuestos
derivados del medicamento tamoxifeno (farmaco SERM). En estos
sistemas, el anillo B-fenilo del hidroxitamoxifeno (forma activa del
tamoxifeno) fue reemplazado por un grupo ferrocenilo o
rutenocenilo[39,40]. Tanto ferrocifeno (Figura 4a) como sus derivados
fueron evaluados in-vitro e in-vivo en dos lineas celulares de cancer. Los
resultados demostraron que estos complejos fueron capaces de inhibir el
crecimiento tumoral de la linea MCF-7 (sensible al estr6geno)[40].
Ademas, presentaron actividad antiproliferativa en células de la linea

MDA-MB-231 (hormono independiente) que no es afectado por el

tamoxifeno.
OH
N
& 5

)
QN/N

S

Fe F \\N
< R <<
R = O(CH,),N(CHs),: OH
a) b)

Figura 4. a) Ferrocifeno y b) Ferrozol
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Por otra parte, el grupo de estudio de Diaz de Grefiu y col[41], reportaron
la sintesis de un derivado anadlogo al Letrozol, que posee el fragmento
ferrocenilo y el grupo bioactivo 1,2,4-triazol (Figura 4b). Cabe mencionar
que fueron estudiadas las propiedades anticancerigenas frente células
“ER+” de MCF-7. Si bien algunos de sus compuestos demostraron
resultados aceptables, el derivado del fragmento ferrocenilo y el
fragmento 1,2,4-triazol no exhibié una actividad anticancerigena
significativa segun sus criterios de evaluacion, lo cual no fue asociado a

alguna razon en particular.

Basado en este reporte del 2023, se llevo a cabo una busqueda
bibliografica exhaustiva y no se encontré articulos en literatura que
describan estudios con fragmentos organometalicos con propiedades
electrénicas del tipo electro-aceptor. En este contexto, la propuesta de esta
tesis se centrd en el disefio, sintesis, caracterizacion y evaluacion de
propiedades anticancerigenas de compuestos bioorganometalicos que
integren el fragmento 1,2,4-triazol junto con los grupos ciretrenilo y
cimantrenilo. Esta iniciativa se incorpora al estudio de contribuir al
desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos contra el cancer y/o como

posibles inhibidores de la aromatasa.

16



2. HIPOTESIS

e La incorporacion de los grupos electro-aceptores ciretrenilo y

cimantrenilo en el esqueleto del fragmento bioactivo 1,2,4-triazol
presente en el farmaco letrozol, potenciara las propiedades
anticancerigenas de los nuevos compuestos bioorganometalicos

resultantes.

La naturaleza lipofilica de los fragmentos organometalicos ciretrenilo y
cimantrenilo mejorara la capacidad de actuar como inhibidor de la

aromatasa.

17



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Obtener nuevos 1,2,4-triazoles organometalicos que contengan en su estructura

los fragmentos ciretrenilo y cimantrenilo y evaluar sus propiedades biologicas.

3.2. Objetivos Especificos

1.- Sintetizar y caracterizar los precursores organometalicos del tipo carbinol
full-organometalicos (CO)sRe(n°-CsH4-CH(OH)-(1n°-CsH4sM(CO)3) (M = Re 'y
Mn) e hibridos organometalico-organicos (CO)3M(n°-CsH4-CH(OH))-CeHs-
C=N) (M =Rey Mn)

2.- Sintetizar y caracterizar los nuevos azoles organometalicos hibridos
organometalicos-organicos y full-organometalicos que contengan un fragmento
1,2,4-triazol en su estructura.

3.- Evaluar la estabilidad en medio acuoso por medio de espectroscopia de UV-
Vis.

4.- Evaluar las propiedades anticancerigenas frente a células de cancer de la
linea MCF-7.

5.- Evaluar la capacidad como potencial inhibidor de la aromatasa.

18



4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Metodologia
4.1.1. Aspectos Generales

Las reacciones se llevaron a cabo mediante técnicas convencionales de
compuestos organometalicos, utilizando un aparato Schlenk conectado a una
linea prevista de vacio y de nitrégeno.

Los precursores (CO)sMn(n°-CsHs-CHO)[42], (CO)sRe(n*-CsHy-CHO)[43] y
(CO)sRe(n°-CsH4-Br)[44] fueron sintetizados segln procedimientos descritos
en literatura. Los compuestos 4-bromobenzonitrilo (99%), Triflato de Aluminio
(AI(OTf)3 (99.9%), Cloruro de isopropilmagnesio — Complejo de cloruro de
litio (solucidn de 1,3 mol/L en THF)) y 1,2,4-triazol (98%), fueron adquiridos
de forma comercial en Sigma/Merck. Los solventes utilizados fueron secados
y purificados de acuerdo a procedimientos convencionales[45].

Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia de capa fina delgada
(TLC) usando placas de silica gel Fzs4 utilizando una variedad de sistemas de
solventes. Las placas fueron reveladas bajo luz ultravioleta.

La purificacion de precursores y productos finales se llevaron a cabo por
técnicas convencionales de cromatografia en columna (Silica gel 60, Merck,
tamafio de particula 0.063-0.200 mm, preparadas en hexano) y sucesivos
procesos de cristalizacion.

Los compuestos que posean carbonos quirales (1a, 1b, 1c, 2a, 2b y 2c) se

trataran como mezcla racémica y no se buscara separar los enantiomeros.
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4.1.2. Técnicas de Caracterizacion

Espectroscopia Infrarroja
Los espectros infrarrojos de todos los compuestos puros se registraron en
liquido utilizando una celda de CaF, como soporte y CH,Cl, como solvente, en

un espectrofotometro Jasco FT-IR 4600.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros RMN de H, C y HSQC, fueron registrados a 298K en un
espectréometro Bruker Modelo ASCENDTM 400MHz. (*H 400MHz, *C 100.6
MHz) usando cloroformo-d1 (99.9%) como solvente. Los desplazamientos
quimicos (8) estan reportados en ppm, las constantes de acoplamiento (J) en
Hertz y las integraciones como nimeros de protones. Los desplazamientos
quimicos de *H y 13C estan referenciados a tetrametilsilano (TMS) a partir de

solvente deuterado residual.

Difraccion de Rayos-X de monocristal

Toda la data cristalografica fue obtenida en un difractometro, Bruker, modelo
D8 VENTURE con radiacion Mo-K (0.71073 A) a 296 K. El D8 VENTURE
incorpora un detector bidimensional de siguiente generacion CMOS Photon I11-
cl4. Todos los patrones de difraccion fueron integrados con un software
APEX4 y las correcciones de multiscan con SADABS[46]. La data fue refinada
con ShelXL[47] por minimos cuadrados usando la version OLEX2 1.5[48]. Las
estructuras fueron resueltas con el programa ShelXT usando Intrinsic Phasing
method. Todos los atomos fueron refinados con pardmetros anisotropicos. Los
atomos de hidrogeno fueron calculados y refinados por parametros isotrépicos

termales con riding coordinate.
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4.1.3. Sintesis de precursores
4.1.3.1. Sintesis de precursores carbinoles del tipo (CO)sM(n°-CsH.-
CH(OH))-C¢H4C=N) (M = Mn (1a), Re (1b))

Estos precursores fueron sintetizados siguiendo los antecedentes reportados por
Diaz de Grefiu y col.[41] En un tubo Schlenk, 3mmol de 4-bromobenzonitrilo
fueron disueltos en THF seco y enfriado a -8°C en un bafio de hielo/agua/sal,
agitando 3h. Una disolucion del complejo de isopropil cloruro de Litio-
Magnesio en THF (3mmol) fue afiadido por goteo y la disolucion resultante fue
agitada por 3h a 0°C. Pasado este tiempo, una disolucion de 2mmol de
(CO)3sM(n>°-CsH4-CHO) (M = Mn y Re) en THF seco (10mL) fue afiadido por
goteo y se dejo agitar por 1h adicional en caso del compuesto la y 3h
adicionales en el compuesto 1b. La reaccion se apag6 con una disolucion
saturada de NH,4CI, para luego ser agregada en un vaso precipitado con agua y
extraido con Et,O (4x30mL). Las fases organicas fueron lavadas con salmuera,
secadas sobre MgSQ;, filtradas y evaporadas a sequedad. El crudo se purificd
por columna cromatografica utilizando una mezcla de hexano/acetato de

etilo(8:2, v:v) como eluyente.

OH

MgCI-LiCl
|PngCI LiCl ) F
THF -8°C, 3h 0° C 1h :
Y /M\
N M\C oc 80 N\

N
M = Mn (1a), Re (1b)

Esquema 1. Ruta sintética para la obtencién de los precursores del tipo carbinol hibrido

organometalico-organico la-b
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4.1.3.1.1.(CO)sMn(n5-CsHs-CH(OH))-CsH4C=N) (1a)

Sélido color café claro. Rendimiento = 82% (549.7 mg, 1.64 mmol)

FT-IR (CH:Cly; cm™): 2022, 1936 (vC=0). RMN H (400 MHz, CDCls) &:
7.68 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CeHa); 7.55 (d, J = 7.9 Hz), 2H, CeHa); 5.52 (s, 1H,
CH); 4.89 (s, 1H, CsHa); 4.75 (s, 1H, CsHa); 4.67 (d, J = 15.8 Hz, 2H, CsH.);
2.36 (s, 1H, OH). RMN 3C (100.6 MHz, CDCls) &: 224.4 (CO); 147.4 (Cipso;
CsHy); 132.6 (CeHa); 126.9 (CeHas) 118.6 (CN); 112.13 (Cipso; CsHa); 106.9
(Cipso; CeHa); 83.0 (CsHa); 82.9 (CsHa); 82.1 (CsHa); 81.1(CsHa); 70.0 (CH).

4.13.1.2. (CO)gRe(T]S-C5H4-CH(OH))-C6H4CEN) (1b)

Cristales color café. Rendimiento = 78% (727.7 mg, 1.56 mmol)

FT-IR (CH.Cly; cm): 2024, 1928 (vC=0). RMN *H (400 MHz, CDCls) &:
7.69 (d, J =8.1 Hz, 2H, CeHa): 7.55 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CgHa); 5.59 (s, 1H, CH):
5.45 (t, J = 2.2 Hz, 2H, CsHa); 5.31 (t, J = 2.2 Hz, 2H, CsHa); 2.25 (s, 1H, OH).
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4.1.3.2. Sintesis de precursores carbinoles full-organometéalicos del tipo
(CO)sRe(n*-CsHy-CH(OH)-(n°-CsH4)M(CO)3) (M = Mn y Re)
(1cy 1d)
Para la obtencion de este tipo de carbinoles, se utilizd el procedimiento
anteriormente mencionado, haciendo reaccionar 1.00 mmol del precursor
organometalico [(n°-CsH4-Br)Re(CO)s] con 2.00 mmol de una disolucién del
complejo de isopropil cloruro de Litio-Magnesio en THF y la mezcla de
reaccion resultante fue agitada por 3h a 0°C. Luego se adicion0 una disolucion
que contiene 0.66 mmol de (CO)3M(n°-CsHys-CHO) (M = Mn o Re) y se dejé
agitar por 3 horas adicionales. La reaccion se apagd con una disolucién saturada
de NH4CI, para luego ser agregada en un vaso precipitado con agua y extraido
con Et;0 (4x20mL). Los extractos organicos lavados con salmuera y secadas
sobre Na,SQ,, filtradas y evaporadas a sequedad. El crudo se purificé por
columna cromatografica utilizando una mezcla de Hexano/Acetato de Etilo
(8:2, v:v) como eluyente.

0 OH

Br MgCI-LiCl |
@ iPrMgCI-LiCl @ . THF =
g Re Y v
Re- THF, -8°C, 3h ~-"t~co M-co 0°C, 3h -
- CO ’ ' oc” oc™ , Re_ M-
oc” ) Re~co ~co
co o co 0C" o 9% o

M = Mn (1c), Re (1d)
Esquema 2: Ruta sintética para la obtencion de los precursores del tipo carbinol full-

organometalico (1c-d)
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4.1.3.2.1.(CO)3Re(n°-CsH;s-CH(OH)-(n°-CsHs)Mn(CO)s) (1c)
Soélido amarillo. Rendimiento = 67% (292.7 mg, 0.52 mmol)

OH

FT-IR (CH.Cly; cm): 2022, 1933 (vC=0). RMN H (400 MHz, CDCl5) &:
5.51 (d, J = 12.6 Hz, 2H, CsHa-Re): 5.30 (d, J = 11.0 Hz, 2H, CsH4-Re); 5.18
(s, 1H, CH): 4.91 (d, J = 43.5 Hz, 2H, CsHa-Mn): 4.71 (d, J = 19.9 Hz, 2H,
CsHa-Mn): 2.07 (s, 1H, OH). RMN 13C (100.6 MHz, CDCly) §: 224.5 (MnCO):
193.6 (ReC0); 111.3 (Cipso; CsHa-Mn); 106.7 (Cipso; CsHs-Re); 84.4 (CsHy-Re);
84.2 (CsHa-Re); 83.8 (CsHa-Re); 83.3 (CsHa-Re); 82.8 (CsHa-Mn); 82.2 (CsHa-
Mn); 81.1 (CsH4-Mn); 64.8 (CH).

24



4.1.3.2.2.(CO)3Re(n°-CsHs-CH(OH)-(n°-CsH,)Re(CO)s) (1d)
Soélido amarillo. Rendimiento = 62% (285.9 mg, 0.41 mmol)

OH

Re_ Re_
_Re_co Re_cq
OC” o ~0OC" o

FT-IR (CH.Cly; cm™): 2023, 1935 (vC=0). RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 5:
5.51 (dt, = 12.6 Hz, 4H, CsHa); 5.32 (dg, J = 15.3 Hz, 4H, CsHa); 5.25 (s, LH,
CH): 2.17 (s, 1H, OH). RMN %C (100.6 MHz, CDCls) 5: 193.5 (CO): 110.8
(Cipso; CsHa); 84.4 (CsHa); 84.3 (CsHy); 83.9 (CsHa); 83.2 (CsH.); 64.6 (CH).

4.1.4. Sintesis de azoles organometalicos

Sintesis de compuestos finales full-organometalicos e hibridos organico-
organometalico (2a-d)

En un aparato Schlenk se disolvieron 0.71 mmol del respectivo precursor
carbinol (1a-d) en 5 mL de CH3NO,, luego se agregaron 17.0 mg (0.035mmol)
de AI(OTf)3y se agitd por 15 minutos. A esta disolucion se le afiadieron 74.0
mg (1.07 mmol) de 1,2,4-triazol. La mezcla de reaccion se llevé a reflujo por
24 horas. Transcurrido este tiempo, se removio el solvente mediante vacio y el
solido resultante se purifico por medio de columna cromatografica. En primera
instancia, se utiliz6 CH,Cl, como eluyente para remover el precursor sin

reaccionar, y Acetato de Etilo para remover el producto final.
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N
AI(OT)
@R . LN :

. ; N
QC/W‘CO H CH3NO,, reflujo, 24h Q_\\
CO N’
R = (CgH4-CN); My = Mn (1a) 2c = Re; Mn
R = (CgH4-CN); M, = Re (1b) > @ @ 2d = Re; Re
R = (n3-CsH,)M,(CO); ; M, = Mn ; M, = Re (1c) - -
- T15 5H4)N2 3 . 1 _on 2 OC/N!FCO Ma-co
R = (n>-C5H4)M3(CO)3 ; My = M, = Re (1d) co ©C tco

Esquema 3: Sintesis de azoles organometalicos (2a-d)

4.14.1. (CO)3Mn(1’]5-C5H4-CH(C2H2N3))-C6H4CEN) (28.)

Cristales color cafe claro. Rendimiento = 51% (139.8 mg, 0.36 mmol)

FT-IR (CH.Cly; cm): 2026, 1944 (vC=0). RMN *H (400 MHz, CDCls) §:
8.23 (s, 1H, CoHoNs): 8.02 (s, 1H, CoHoNa): 7.70 (d, J = 7.8 Hz , 2H, CsHa):
7.43 (d, J = 7.9 Hz, 2H, CHa); 6.26 (s, 1H, CH); 5.15 (s, 1H, CsHa); 4.78 (m,
3H, CsHs). RMN 2C (100.6 MHz, CDCl3) §: 223.5 (CO); 142.3 (CoHoNs):
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132.9 (Q6H4); 128.3 (QGH4) 118.1 (QN), 113.3 (Cipso; Q6H4); 08.8 (Cipso; Q6H4);
85.9 (CsHa); 82.7 (CsHa); 81.6 (CsHa); 61.6 (CH).
4.1.4.2. (CO)gRe(T]5-C5H4-CH(C2H2N3))-C6H4CEN) (Zb)

Aceite amarillento. Rendimiento = 53% (194.7 mg, 0.36 mmol)

FT-IR (CH.Cly; cm™): 2027, 1934 (vC=0). RMN 'H (400 MHz, CDCls) &:
8.62 (s, 1H, C;H2Ns3); 8.10 (s, 1H, CoH2N3); 7.70 (d, J = 7.7 Hz , 2H, CesHa);
7.47 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CgH.); 6.26 (s, 1H, CH); 5.42 (d, J = 10.5 Hz, 2H,
CsHa); 5.34 (d, J = 3.7 Hz ,2H, CsH4). RMN *3C (100.6 MHz, CDCls) 8: 192.4
(CO); 141.7 (CoH2Ns); 133.1 (CeHa); 128.5 (CeHs) 118.0 (CN); 113.6 (Cipso;
CeHa); 102.3 (Cipso; CeHa); 87.7 (CsHa); 87.3 (CsHa); 85.0 (CsHa); 83.5 (CsHa);
61.8 (CH).
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4.1.4.3. (CO)sRe(n°-CsHa-CH(C2H2N3)-(n°-CsHs)Mn(CO)s) (2¢)

Solido color amarillo. Rendimiento = 39% (171.2 mg, 0.277 mmol)

FT-IR (CHCly; cm™): 2024, 1936 (vC=0). RMN 'H (400 MHz, CDCl5) &: 8.1
(s, 2H, C,H:N3); 6.45 (s, 1H, CH); 5.69 (s, 2H, (Re)CsHa); 5.30 (d, 2H,
(Re)CsHa); 5.14 (s, 2H, (Mn)CsHa); 4.7(s, 2H, (Mn)CsHa).

4.1.4.4. (CO)sRe(n’-CsHi-CH(C2H2N3)-(n°-CsHa)Re(CO)s) (2d)

Cristales color amarillo. Rendimiento = 51% (271.5 mg, 0.3621 mmol)

FT-IR (CH:Cly; cm): 2025, 1935 (vC=0). RMN *H (400 MHz, CDCls) &:
8.41 (s, 1H, CHoNs); 8.04 (s, 1H, C:HoNs); 6.03 (s, 1H, CH); 5.76 (s, 2H,
CsHa): 5.66 (s, 2H,CsHa); 5.31 (s, 4H,CsHa). RMN C (100.6 MHz, CDCls) 5
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192.7 (CO); 151.2 (C;HNs); 104.1 (Cipso; CsHa); 87.6 (CsHa); 86.7 (CsHa); 84.3
(CsHa); 83.1(CsHa); 56.3 (CH).

4.1.5. Estudios de estabilidad en medio acuoso
La estabilidad de los nuevos azoles organometalicos hibridos organometalicos-
organicos Yy los full-organometalicos fue medida por espectroscopia UV-Vis,
siendo cada muestra preparada en una concentracién 1.00 x10# mol/L en una
mezcla DMSO/HEPES (1:1). Los espectros fueron registrados desde 0 hasta 24

horas a temperatura ambiente en intervalos de 3h.

4.1.6. Actividad Anticancerigena
La evaluacion antitumoral de los compuestos sintetizados fue analizada frente
a la linea celular de cancer de mamas con (ER+) MCF-7 mediante ensayo
colorimétrico SRB[49]. Para todos los experimentos, las células fueron
sembradas en platos de 96 pocillos (Sarstedt) con una densidad de 1.00 x10*
celulas/pozo se mantuvieron a 37°C, 5% de CO; en una atmosfera humidificada
y se dejaron crecer en por 24 horas en un medio con suero. Las disoluciones
stock de los compuestos fueron preparadas en DMSO, y la concentracion final
de DMSO se mantuvo constante con 1%, distintas concentraciones fueron
agregadas a cada pocillo conteniendo 200 pL del medio completamente
crecido. Luego de 48 horas cada pozo fue fijado con 100 pL de una disolucion
fria de acido tricloroacético (TCA) al 10% m/v a 4°C por 1 hora. después de la
fijacion, el TCA fue descartado, y los pozos fueron lavados con un lento flujo
de agua destilada y dejados a secar al aire. Una solucion de SRB (0.057%
masa/volumen) fue agregada a los pozos y se dejaron por 30 minutos a
temperatura ambiente. Para disolver el pigmento que es soluble en proteinas,

cada pocillo fue expuesto a 200 pL de una solucion de base de Tris a 10 mM
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(pH = 10.5) por 30 minutos. La absorbancia fue medida a 510 nm utilizando

distintas concentraciones.

4.1.7. Ensayos como inhibidor de la Aromatasa

Los ensayos fueron realizados siguiendo la medida del Kit de inhibidor de la
aromatasa “ab284522 — Aromatase (CYP19A) Inhibitor Screening Kit
(Fluorometric)” Adquirido a través de la empresa Biosonda S.A.

Se prepararon pocillos de reaccidn que contenian compuestos de pruebas y los
correspondientes controles sin inhibidores (que también pueden servir como
control de disolvente), asi como un control de fondo (que no contenga el
sustrato fluorogénico de la Aromatasa) y un control positivo de inhibicion
utilizando 5 uM de letrozol (solucion 5X, concentracion final de 1 uM). Para
el control de disolvente, se prepard una pequefia cantidad de tampon de ensayo
de Aromatasa que contenga el disolvente organico utilizados para disolver los

compuestos de prueba, a una concentracion final de 5X:

Tabla 1. Preparacion de soluciones para analisis de inhibidor de la Aromatasa

Sin + Compuestos de Control de Control de
inhibidor prueba blanco inhibicion Positivo
2X Stock Aromatasa 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
5X Solucién de prueba - 20 uL - -
5X Solucién Letrozol 5uM - - - 20 uL
10X Buffer Ensayo Aromatasa 20 pL - 50 pL -
(+5X de Solvente)

Se incubo la placa por al menos 10 minutos a 37°C para permitir que los
ligandos de prueba interactien con la aromatasa. El tiempo de preincubacion
puede optimizarse para otros ligandos de prueba segun el mecanismo de accién.
Durante la incubacion, se prepara una mezcla de sustrato de

Aromatasa/NADP+ (3X) agregando 6 pL de la solucion madre constituida de
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sustrato de Aromatasa a 1.00 mM y 50 pL de la solucion madre constituida de
B-NADP a 10 mM/B-NADP+ (100X) a 1444 puL de tampdn de ensayo de
Aromatasa para un volumen total de 1.5 mL. Esta preparacion es suficiente para
50 reacciones, pero puede escalarse segun el nimero de reacciones a realizar.
Se inicia la reaccion agregando 30 pL de la mezcla de sustrato de
Aromatasa/NADP+ (3X) a cada pocillo (excepto al control de fondo) utilizando
una pipeta multicanal, lo que proporciona un volumen final de reaccion de
100uL por pocillo.

Mediciones: Se mide inmediatamente (dentro de 1 minuto) la fluorescencia en
modo cinético durante 60 minutos en EX/Em = 488/527nm. Aunque el ensayo
se puede realizar en modo de punto final o en modo cinético, se recomienda
encarecidamente la lectura en modo cinético para garantizar que las mediciones
registradas estén dentro del rango lineal de la reaccion. El tiempo ideal de
medicion para el rango lineal puede variar segin la temperatura exacta de

reaccion y las condiciones experimentales.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Sintesis y caracterizacion de precursores carbinoles del tipo
(CO)3M(n>-CsHs-CH(OH))-CsH4C=N) (M = Mn (1a), Re (1b))

De acuerdo con las condiciones detalladas en la seccion experimental (apartado
4.1.3.), los precursores hibridos organometalicos-organicos la y 1b fueron
obtenidos a partir de la reaccion entre 4-bromonitrobenceno con el respectivo
aldehido organometalico en THF anhidro (Esquema 2). Los precursores fueron
aislados como compuestos puros, con buenos rendimientos (82% para 1lay 78%
para 1b), estables al aire y solubles en solventes organicos polares. Al no ser
una reaccion enantioselectiva, se obtuvo una mezcla racémica y no se busco

separar los enantidbmeros.
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Los analisis de los espectros infrarrojo (en CH,Cl,) para los nuevos precursores
carbinoles hibridos mostraron las bandas de absorcidn caracteristicas
correspondientes a las vibraciones del enlace v(C=0) en 2022 cm™ y 1936 cm
! para 1a, asi como en 2024 cm™ y 1928 cm™ para 1b. Estas absorciones se
encuentran dentro del rango para compuestos que posean estos fragmentos

organometalicos[50].

En los espectros de RMN H para los nuevos precursores, se observa la
presencia de un nuevo singlete a 5.52 ppm para el compuesto 1a y 5.59 ppm
para el compuesto 1b. Esta resonancia representa el proton central de la funcion
-CH (Tabla 2) evidenciando el término de la reaccién. Estos resultados son
consistentes con resultados reportados para el analogo proveniente del
fragmento ferrocenil publicado por Diaz de Grefiu[41].

Sumado a lo anterior, para ambos compuestos (1a-b) los protones del anillo
ciclopentadienilo se encuentran en los respectivos desplazamientos asociados a
cada uno de los diferentes fragmentos. De esta forma, los protones del
fragmento ciretrenilo (5.31 — 5.45 ppm) se encuentran desplazados hacia mas
bajo campo en comparacion a sus analogos de cimantrenilo (4.65 — 4.89 ppm)
y ferrocenilo (4.19 — 4.23 ppm). Esto puede estar relacionado con los efectos
electrénicos de los fragmentos organometalicos (efecto electro-donador para el
fragmento ferrocenilo y electroaceptor para el fragmento ciretrenilo y
cimantrenilo), los cuales actian en la estructura y se ven reflejadas en las
sefiales al modificar su entorno quimico. Esto trae como consecuencia, una
modificacion en la densidad electronica en los protones del anillo
ciclopentadienilo y en menor manera en el protén del carbono central del grupo
-CH.
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Tabla 2. Comparacion de datos espectroscépicos de RMN de *H (en CDCls a 298K) para

los precursores derivados de ferrocenilo, cimantrenilo y ciretrenilo

Compuesto -CH(OH)- CeH4 CsH4
la s, 1H, 5.52 ppm d, 2H, 7.68 ppm s, 1H, 4.89 ppm
d, 2H, 7.55 ppm 3H, 4.75-4.65 ppm
1b s, 1H, 5.59 ppm d, 2H, 7.69 ppm t, 2H, 5.45 ppm
d, 2H, 7.55 ppm 2H, 5.31 ppm
Ferrozole* s, 1H, 5.38 ppm d, 2H, 7.61 ppm 2H, 4.23 ppm
d, 2H, 7.50 ppm 1H, 4.19 ppm
1H, 4.13 ppm

“datos obtenidos de referencia[41]

De manera complementaria, el espectro de RMN de $3C en CDCl; a 298K del
compuesto precursor 1la presenta una resonancia en 70.0 ppm que es asignado
al carbono central (centro quiral). Cabe mencionar que las asignaciones fueron
ratificadas a través del registro de experimentos bidimensionales de HSQC
(Figura 5). Ademas, se ve la presencia de una sefial a 224.4 ppm la cual se
asigna al carbono de la funcion CO coordinado directamente al ion Mn(l), en
adicion podemos observar la sefial del carbono correspondiente al grupo

Nitrilo, el cual se observa en 118.0 ppm.
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Figura 5. Espectro HSQC del compuesto 1a en CDClz a 298 K

5.2. Sintesis y caracterizacion de precursores carbinoles full-
organometalicos  del  tipo  (CO)sRe(n°-CsHs-CH(OH)-(n®-
CsH1)M(CO)3) (M = Mn (1c) y Re (1d))

De acuerdo con las condiciones detalladas en la seccion experimental (apartado
4.1.3.), los precursores full-organometalicos 1c y 1d fueron obtenidos a partir
de la reaccion entre (CO)s;Re(n>-CsH4-Br) con el respectivo aldehido
organometalico (Esquema 2). Los precursores fueron aislados como
compuestos puros, en moderados rendimientos (67% para 1c y 62% para 1d),

fueron estables al aire y solubles en solventes organicos polares.

Los analisis de los espectros infrarrojo (en CH,CI,) para los precursores

carbinoles full-organometélicos mostraron las bandas de absorcion



caracteristicas correspondientes a las vibraciones del enlace v(C=0O) en 2022
cmty 1933 cm™ para 1c, asi como en 2023 cm™ y 1930 cm? para 1d. Cabe
mencionar que no se registraron variaciones a compuestos analogos reportados

en la literatura que contienen los mismos fragmentos organometalicos[50].

Los espectros de RMN H para los nuevos precursores se observa la presencia
de un nuevo singlete a 5.18 ppm para el compuesto 1c y 5.25 ppm para el
compuesto 1d. Esta sefial se asocia al protdn del grupo CH evidenciando la
obtencion del compuesto, consistente con otros sistemas organometalicos que
posean dos fragmentos organometéalicos (Tabla 3). Es notable que estas sefiales
se encuentran a méas alto campo que sus analogos hibridos (la-b). En el
compuesto 1c es relevante mencionar que se pueden identificar las sefales para
los anillos ciclopentadienilo correspondientes a cada fragmento
organometalico. En este sentido, a mas bajo campo los correspondientes al
fragmento ciretrenilo (5.30 — 5.51 ppm) a diferencia de los asociados al
fragmento cimantrenilo (4.71 — 4.91 ppm), similar a lo descrito en bibliografia
para sistemas que presenten estos fragmentos organometalicos y descrito para

los precursores hibridos (1a-b)[50].
Tabla 3. Sefiales protones grupo CH

Compuesto -CH(OH)-
1c s, 1H, 5.18 ppm
1d s, 1H, 5.25 ppm

Derivado Diferrocénico* s, 1H, 5.23 ppm

*Articulo sometido “M. Mallea, I. Almendras, M. Gallardo, P.Roussel, N. Henry, A.
Steinbriick, N. Metzler-Nolte, R. Arancibia, Novel multinuclear organometallic compounds
incorporating 1,2,4-triazole: Exploration of homo- and hetero-nuclear variable and

evaluation of their anticancer potential, Polyhedron”



Por otra parte, de los espectros de RMN de *C en CDClz a 298K para los
compuestos 1c-d se puede identificar una sefial a 64.7 ppm para el compuesto
1cyen 64.6 ppm para el compuesto 1d, que fueron asignadas al carbono central
de los precursores. Sumado a lo anterior, se logré identificar los carbonos de
los grupos CO directamente enlazados a los centros metalicos en ambas
especies. En el caso de 1c, el carbono unido al Mn se detectd a 224.5 ppm,
mientras que el enlazado a Re se registrd a 193.6 ppm. Por otro lado, para el
compuesto 1d, solo se observo una sefial a 193.5 ppm. Ademas, las sefiales
adicionales fueron asignadas con ayuda de espectros HSQC, donde las sefiales
de los carbonos de los fragmentos ciclopentadienilo se encuentran entre 81.1
ppm hasta 84.4 ppm para ambos fragmentos organometélicos, lo cual se
encuentra dentro del rango para entidades que posean estos fragmentos
organometalicos[50], como de igual manera es observado para los precursores
hibridos (1a-b).

5.3. Sintesis y caracterizacion de azoles organometalicos

De acuerdo con las condiciones detalladas en el apartado 4.1.4. , los compuestos
finales hibridos organometalicos (2a-b) y full-organometélicos (2a-d) fueron
sintetizados a partir de una aminacion directa entre el respectivo carbinol (1a-
d) y el 1,2,4-triazol en CH3NO, y utilizando Al(OTf); como catalizador
(Esquema 3). Posterior a la purificacion, se consiguio aislar cristales del
compuesto 2a y 2d aptos para difraccidn de rayos-X de monocristal.

Los compuestos fueron obtenidos puros, con rendimientos que varian entre 39-
53% fueron solubles en solventes organicos polares.

En los espectros de IR las bandas de los grupos CO, no muestran cambios
relevantes posteriores a la aminacion, solo un leve desplazamiento a mas alta

energia en relacion con el respectivo precursor del tipo carbinol (Tabla 4).
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Tabla 4. Bandas de absorcion del grupo CO de los azoles organometalicos (2a-d)

Compuesto v(CO) (cm™)
2a 2026, 1944
2b 2027,1934
2C 2024, 1936
2d 2025, 1934

Los espectros de RMN !H para los hibridos organometalicos-orgéanicos (2a-b)
dan cuenta de la desaparicion de la sefial asignada al proton del grupo OH.
Sumado a esto, se registraron nuevas sefiales a 8.02 — 8.23 ppm para el caso de
2a, asi como 8.13 — 8.64 ppm para el caso de 2b, que fueron asignados a los
protones del fragmento 1,2,4-triazol. Probablemente la diferencia méas evidente
con los espectros de los precursores es el desplazamiento del proton del grupo
-CH, a bajo campo. Bajo esta mirada, se registra para el derivado del fragmento
cimantrenilo un desplazamiento de A5 = 1.1 ppm Yy para el derivado del
fragmento ciretrenilo un desplazamiento de Ad = 0.9 ppm. Este fendmeno es
atribuido al cambio en el entorno quimico que se produce en el atomo de
carbono quiral, al modificar el sustituyente como es el caso del 1,2,4-triazol. El
resto de las sefales que corresponden a los fragmentos cimantrenilo y
ciretrenilo aparecen en el rango consistente para este tipo de sistemas (4.78 —
5.15 ppm para el caso del cimantrenilo) y 5.34 — 5.42 ppm (para el caso del
ciretrenilo)[50]. En el caso del espectro de RMN de 3C, uno de los
desplazamientos méas notables corresponde a la sefial del carbono quiral (del
grupo CH) de 70.0 ppm en el caso de 1a a 61.6 ppm en 2ay la aparicion de una
nueva sefial a 142.3 ppm. Con base a la informacién entregada a través de un
espectro de HSQC (Figura 6) se atribuye a la sefial asociada a los carbonos del

fragmento 1,2,4-triazol. Para el caso del compuesto 2b, estas sefiales aparecen
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en 61.6 ppm y 141.7 ppm respectivamente. Es relevante mencionar que de
acuerdo a la bibliografia, el fragmento 1,2,4-triazol tiene la posibilidad de
presentar tautomerismo, pero en las condiciones ensayadas este solo se
encontraria en disolucion bajo la forma de 1H-1,2,4-triazol (Anexo 8.6.).

Esta propuesta es confirmada mas adelante mediante los estudios de difraccion

de rayos-X.
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Figura 6. Espectro HSQC del compuesto 2a en CDCl3z a 298 K

Por otra parte, la data espectroscopica recopilada a través de los espectros de
RMN de H de los compuestos full-organometalicos (2c-d), se confirmé la
obtencion de los azoles organometalicos tras la desaparicion de la sefial
asociada al proton de la funcion OH. Ademas de las nuevas sefiales del
fragmento 1,2,4-triazol en 8.10 ppm para el caso de 2c y en 8.04 — 8.41 ppm

para el caso de 2d. De forma anéloga a 2a-b, en estos compuestos se observa

38



de igual manera el desplazamiento a bajo campo del protén del grupo CH de
Ad = 1.3 ppm para el caso de 2c y Ad = 0.8 ppm para 2d. Particularmente, el
espectro del compuesto 2d muestra la seiial correspondiente al ligando CO
unido al ion Re(l) a 192.7 ppm, que no sufre cambios en su desplazamiento
quimico tras la reaccion de aminacién. Sin embargo, el carbono del grupo CH
que se desplaza a mas alto campo desde 64.6 ppm en el precursor (1d) a 56.3
ppm en el compuesto final (2d) por la salida del grupo OH (grupo
desapantallante). No obstante el resto de las sefiales no se ven afectadas por la
aminacion siendo asignadas en el rango para los carbonos del anillo

ciclopentadienilo (83.1 — 87.6 ppm) consistentes con los reportados[41].

5.4. Estudios Cristalograficos

Los compuestos 1a, 1b, 2ay 2d se disolvieron en CH2Cl. y se colocaron en un
tubo de recristalizacion, el cual fue introducido en otro tubo con hexano. Este
procedimiento permitio obtener cristales adecuados para su analisis por
difraccidn de rayos-X.

Los parametros cristalograficos se presentan en el Anexo 8.4. En la Figura 7,
se presentan los diagramas ORTEP de los precursores l1a y 1b los cuales

presentan el grupo simétrico p-1 conunZ =2 (2’ =1).
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Figura 7. Diagrama ORTEP del
precursor 1a (Mn(l)) y 1b (Re(1)) Elipsoides termales con 30% probabilidad

Las estructuras de los precursores hibridos organicos-organometalicos (1a y

1b) muestran un tetraedro ligeramente distorsionado en base al carbono quiral
C6. Tal como fue mencionado previamente al realizarse una sintesis no
especifica, se obtiene el racemato que se puede identificar en la celda donde se

encuentran ambos isdmeros.

Tabla 5. Longitudes de enlace de los compuestos 1ay 1b

Parametro la 1b
Distancia Centroide Cp-M 1.767 A 1.954 A
Distancia M-CO 1.795 A 1.916 A
Distancia C=N 1.137 A 1.126 A
Distancia C6-01 1.412 A 1.394 A

De los aspectos maés relevantes a discutir, en la estructura de los compuestos 1a
y 1lb, se pueden distinguir dos enlaces por puentes de hidrogeno
intermoleculares. El primero entre el grupo OH y el &tomo de nitrégeno del
grupo nitrilo (d1: 2.94 A(N-0); d2: 2.13 A (N-H); d3: 0.82 A (H-O); Angulo
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N-H-O: 158.3° para la y d1: 3.42 A(N-C); d2: 2.58 A (N-H); d3: 0.93 A (H-
C); Angulo N-H-C: 151.3° para 1b). Mientras que el segundo se encuentra entre
el grupo OH y el hidrogeno del C2 de la molécula (Figura 8). Lo anterior podria
tener relacion con lo observado en los espectros de RMN de *H al evidenciar
una diferencia entre los protones del anillo ciclopentadienilo del presente en

cada fragmento organometalico.

Figura 8. Enlaces por puentes de hidrogeno intermoleculares del compuesto 1b

Las distancias registradas entre el centroide del anillo ciclopentadienilo con el
respectivo ion metalico, al igual que las distancias entre el carbono de los

grupos funcionales carbonilos unidos al ion metalico son similares para
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sistemas que presenten estos fragmentos organometalicos[51].

Figura 10. Diagrama ORTEP del compuesto 2d Elipsoides termales con 30% probabilidad
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De los aspectos mas relevantes es que se mantiene la geometria de tetraedro
ligeramente distorsionado, con angulos que varian desde 106.4° a 112.1°. Para
el caso del compuesto 2a se puede observar la presencia del racemato en la
celda, por lo que se puede confirmar la presencia de ambos isomeros (Ry S) en

el resultado de la sintesis.

En todo lo que respecta a los azoles 2a y 2d, las Figuras 9 y 10 las estructuras
moleculares confirman la presencia del fragmento organico 1,2,4-triazol unido
a las entidades por medio de un enlace C-N. Los fragmentos ciretrenilo y
cimantrenilo presentan una geometria del tipo “three-legged-piano-stool”, con
angulos de enlace OC-Re-CO, OC-Mn-CO y las distancias de enlace promedio
Mn-Cp (Centroide), Re-Cp (Centroide) y O-C-Re, O-C-Mn son
correspondientes para este tipo de fragmentos[50]. Si bien en cuanto a este tipo
de sistemas que contengan los grupos cimantrenilo o ciretrenilo unidos
covalentemente al fragmento organico bioactivo 1,2,4-triazol no han sido
reportados, estos resultados son concordantes con las registradas para

diferentes complejos del tipo half-sandwich de Re(l) y Mn(1)[51].

5.5. Estudios de estabilidad en medio acuoso

Para complementar los estudios biologicos, es fundamental evaluar la
estabilidad de los compuestos en el medio en el que seran analizados. Esto
permitird determinar con precision su eficacia y garantizar la validez de los
resultados.

De acuerdo a la bibliografia, se decide utilizar la metodologia descrita[52],
porque las celulas al crecer y metabolizar, el pH ambiental del medio de cultivo
puede cambiar significativamente, lo que puede afectar las células. Para

mantener un ambiente estable que promueva el crecimiento celular es ideal
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utilizar buffers biologicos. La mayoria de las celulas prosperan en un pH
ambiental de 7.2 a 7.4 en este sentido el buffer HEPES tiene un rango entre 6.8
y 8.2, volviéndolo ideal para el cultivo celular, y los tiempos a los que se miden
es comparable con las 24 horas de cultivo que se utilizan en los ensayos de
citotoxicidad para las células cancerigenas de MCF-7.

Como se observa en el Anexo 8.5. y en la Figura 11, los cuatro compuestos
evaluados (2a-d) demostraron una alta estabilidad en las condiciones
experimentales empleadas (en un rango de 0 a 24h, en intervalos de 3h) en una
mezcla DMSO:HEPES (1:1). Si bien estas condiciones no replican
exactamente el entorno de un medio de cultivo en estudios bioldgicos,
proporcionan un indicio preliminar sobre su estabilidad en medios acuosos.
Para complementar este andlisis, resulta fundamental desarrollar en el futuro,
el estudio en condiciones con una mayor proporcién de disolucion acuosa. Sin
embargo, debido a restricciones de tiempo, esto no fue posible en la presente

etapa, aunque se encuentra dentro de los planes a corto plazo.
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——18h
—21h
0.6 - —— 24h

Abs

0.4 4

0.2 4

0.0 4
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Figura 11. Estudio de estabilidad en medio acuoso por medio de UV-Vis en una mezcla de

1:1 DMSO:HEPES
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5.6. Citotoxicidad en células MCF-7 (ER+)

Como fue mencionado en el apartado introductorio, numerosos compuestos
organicos que contienen azoles en su estructura presenta diversas aplicaciones
médicas. Entre los mas relevantes para el tratamiento del cancer de mama con
receptores de estrdégeno positivos (ER+) se encuentran aquellos que incorporan
el fragmento 1,2,4-triazol. Sin embargo, los efectos secundarios de estos
farmacos y el creciente desarrollo de resistencia han impulsado la basqueda de
nuevos compuestos con potencial citotdxico frente a estas células.

Con el fin de evaluar el potencial antitumoral de los compuestos sintetizados, y
contrastar las hipotesis de trabajo, inicialmente se realizaron ensayos de
citotoxicidad en células cancerigenas de mama MCF-7 (ER+). Se analizaron
los compuestos 2a-d y determinaron sus respectivas curvas de inhibicion
(Figura 12). Estos estudios permitieron identificar tendencias clave en la
relacion entre la estructura quimica de los compuestos y su actividad citotdxica.
A modo de evaluar la relevancia de los efectos electronicos de los fragmentos
organometalicos en la citotoxicidad, se incluyd en los ensayos el compuesto
analogo que contiene el fragmento ferrocenilo (de naturaleza electro-
donadora)[41]. Como se observa en la Tabla 5, los compuestos que contienen
los fragmentos electro-atrayentes cimantrenilo (2a) y ciretrenilo (2b), exhiben
una mayor citotoxicidad en comparacion con los derivados de ferrocenilo. Este
resultado sugiere que la presencia de sustituyentes con caracter electro-
atrayente juega un papel clave en la actividad antitumoral frente a células MCF-
7. Esto ha sido reportado previamente para sistemas que contienen estos

fragmentos frente a algunas enfermedades parasitarias[53] y tuberculosis[54].
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Figura 12. Graficas de Viabilidad celular (%) versus Concentracion (UM)

El tratamiento de las curvas permitié obtener los valores de ICsy para los
compuestos estudiados (2a-d), todos los compuestos presentan valores en la
escala uM que llegan hasta 34 uM. Sin embargo, al analizar los datos se observa
que los compuestos full-organometalicos exhiben valores de 1Cso mas bajos (34
UM para 2d y 51 uM para 2c¢) en comparacion con sus analogos hibridos
organico-organometalicos (390 uM para 2b y >500 uM para 2a). Esta
modificacion estructural sugiere que la incorporacion de dos fragmentos

organometalicos en la misma molécula genera un efecto sinérgico que potencia

su actividad citotoxica.
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En este contexto la mayor eficacia citotoxica de los compuestos full-
organometalicos podria estar relacionada con una mejor interaccion con dianas
moleculares o una mayor capacidad de internalizacion celular. Cabe mencionar

que esta propuesta debe ser ratificada mediante estudios posteriores de lipofilia

y docking.
Tabla 6. Valores de ICso para los azoles organometalicos
2a 2b 2C 2d
I\
N N N N
¢ N N ¢ N N
=N ! ) ! W
Q| &o
* SR N e R T e N
1Cso >500 uM | >500 uM 390 uM 51 uM 34 uM

*Compuesto sintetizado por Diaz de Grefiu[41]

Un analisis mas detallado da cuenta que el derivado homonuclear con dos
fragmentos de ciretrenilo exhibid la mayor actividad (1Csp: 34 uM). Esto puede
atribuirse a la mayor intensidad del efecto electro-atrayente del fragmento
ciretrenilo en comparacion con el cimantrenilo[50] Lo anterior sugiere que la
modulacion electrénica de la estructura molecular tiene un impacto directo en
su capacidad para inducir citotoxicidad en células MCF-7. Estos resultados
destacan la importancia del disefio estructural en la optimizacion de nuevas
moléculas con potencial actividad antitumoral. Esta propuesta debe ser
confirmada mediante estudios computacionales

A modo comparativo de la droga como control, se evalud la citotoxicidad del
letrozol en las mismas condiciones experimentales (Figura 13). Como era de
esperar, el farmaco no mostrd actividad citotoxica frente a las células MCF-7,

lo que confirma su mecanismo de accion especifico como inhibidor de la
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enzima aromatasa.
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Figura 13. Citotoxicidad del Letrozol frente a las células MCF-7

5.7. Ensayos como potenciales Inhibidores de la Aromatasa
Como se menciond en la introduccion, entre los tratamientos farmacologicos
para el cancer de mama se encuentran los inhibidores de la aromatasa (1A),
enzima clave en la sintesis de estrégenos. Dentro de esta categoria, el letrozol
es uno de los farmacos mas ampliamente utilizados para el tratamiento de la
enfermedad, como se analiz6 en el Apartado 5.6. A diferencia de otros
compuestos, el letrozol no presenta citotoxicidad frente a las células MCF-7,
ya que su mecanismo de accién se basa exclusivamente en la inhibicion de la

aromatasa.

Con el fin de estudiar los probables mecanismos de accion de los nuevos azoles
organometalicos disefiados en base al farmaco letrozol, se decidié evaluar su

desempefio como potenciales inhibidores de la aromatasa. Para esto se adquirid
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un Kit de inhibidor de la aromatasa “ab284522 — Aromatase (CYP19A)
Inhibitor Screening Kit (Fluorometric)”. Dado el numero acotado de pocillos,
se seleccionaron cuatro compuestos representativos para realizar dicho ensayo.
Asi, se escogieron los compuestos 2b y 2d (provenientes del fragmento
ciretrenilo). Para un mejor analisis comparativo, también se escogid el
compuesto hibrido organometalico-organico proveniente del fragmento
ferrocenilo (n°-CsHs)Fe(CsHs-CH(C2H2N3))-CeH4C=N) (reportado por Diaz de
Grefiu y col.[41]) y el compuesto full-organometalico homonuclear con el
fragmento ferrocenilo (n°-CsHs)Fe(CsHs-CH(C2H2N3))-(n°-CsHs)Fe(n®-CsHs)
(Articulo sometido “M. Mallea, I. Almendras, M. Gallardo, P.Roussel, N. Henry, A.
Steinbrick, N. Metzler-Nolte, R. Arancibia, Novel multinuclear organometallic compounds

incorporating 1,2,4-triazole: Exploration of homo- and hetero-nuclear variable and

evaluation of their anticancer potential, Polyhedron”).
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Figura 14. Ensayos como inhibidor de la Aromatasa

Como se puede observar en las curvas descritas en la Figura 14, los compuestos
que contienen el fragmento ferrocenilo en su estructura demuestran ser
Inactivos como inhibidores de la enzima. Por el contrario, el compuesto
completamente organometalico derivado del fragmento ciretrenilo (2d)
muestra actividad como inhibidor de la enzima, aunque con un ICso de 2.6 uM,
un valor significativamente mayor en comparacion con el compuesto hibrido
organico-organometalico (2b), que alcanza un ICso de 17.7 nM. Este tltimo

exhibe una potencia similar a la del farmaco de referencia, Letrozol (ICso: 2.9
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nM).

Con base en estos resultados, se confirma una clara influencia del fragmento
ciretrenilo en la actividad inhibitoria de los compuestos evaluados. El
compuesto hibrido 2b mostré una potencia comparable a la del farmaco
letrozol, lo que sugiere que su estructura, en particular la presencia del grupo
nitrilo, favorece la interaccion con el sitio activo de la aromatasa. En contraste,
los compuestos con fragmentos ferrocenilo, de naturaleza electro-donadora,
resultaron inactivos, lo que indica que este tipo de sustituyentes reduce la

actividad inhibitoria.
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6.
v

v

CONCLUSIONES

Los nuevos precursores carbinoles full-organometalicos (1c-d) e
hibridos organometalicos-organicos (la-b) fueron sintetizados
exitosamente con buenos rendimientos (62-82%).

Los nuevos azoles que contienen el fragmento activo 1,2,4-triazol, ya sea
hibridos organometalicos-organicos (2a-b) y full-organometalicos (2c-
d) fueron sintetizados exitosamente, mediante una aminacion directa
utilizando Al(OTf); como catalizador con rendimientos que varian entre
39-53%.

La data espectroscdpica de RMN H, *C y HSQC (cuando fue el caso),
junto con los estudios de difraccion de Rayos X confirman la estructura
de los compuestos propuestos (2a-d).

Los estudios mediante UV-Vis demostraron que todos los azoles
organometalicos (2a-d) poseen estabilidad en medio acuoso.

Los ensayos citotoxicidad en células de MCF-7 (ER+) mostraron una
relacién directa entre la estructura de los compuestos y su efectividad,
donde los compuestos bimetalicos mostraron ser mas citotoxicos (ICso:
51 UM para 2c y 34 UM para 2d) en comparacion a los hibridos (>500
UM para 2a 'y 390 uM para 2b).

Los estudios de inhibicion de aromatasa demostraron que los compuestos
que presentan en su estructura fragmentos organometalicos con efectos
electroaceptores (2b y 2d) son activos en comparacion a aquellos
electrodonadores (provenientes del fragmento ferrocenilo). En particular
el compuesto 2b mostré resultados comparables al farmaco letrozol. Por
otra parte, el compuesto 2d exhibi¢ citotoxicidad frente a las células e

inhibicion de la aromatasa, lo que da cuenta de un posible efecto dual.
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8. ANEXOS

8.1. Espectro de RMN 'H
Espectro de RMN 'H del compuesto (CO)sMn(n®-CsHs-CH(OH))-
CeHsC=N)(1a) en CDCl; a 298 K.
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Espectro de RMN H del compuesto (CO)sRe(n°-CsHs-CH(OH))-CeH4C=N)
(1b) en CDCl; a 298 K.

0
Q
[a]
(8]
(=2 R-I --] AT AN O
ReONNN mIIMmmm o
NN NNN n 1n 1n n n o~
N !
C5H4
A
CsHs N
CH
KL OH
$'S 4D Iy
a9 Naa )
- N o o= o

ppm



Espectro de RMN H del compuesto (CO)sRe(n’-CsHgs-CH(OH)-(n®-
CsHa)Mn(CO)s) (1c) en CDCl; a 298 K.
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Espectro de RMN H del compuesto (CO)sRe(n’-CsHgs-CH(OH)-(n®-
CsH4)Re(CO)s) (1d) en CDCls a 298K.
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Espectro de RMN !H del compuesto (CO)sMn(n®>-CsHy-CH(C2H,N3))-
CsH4C=N) (2a) en CDCl; a 298K.
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Espectro de RMN !H del compuesto (CO)s;Re(n°-CsHs-CH(CoH,N3))-
CsH«C=N) (2b) en CDCl; a 298K
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Espectro de RMN !H del compuesto (CO)s;Re(n®-CsHs-CH(C2H2N3)-(n’-

CsH4)Re(CO)s) (2d) en CDCls a 298 K.
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8.2. Espectro RMN BC
Espectro RMN
Ce¢HiC=N)(1a) en CDCl; a 298K
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Espectro RMN 23C para el compuesto (CO)sRe(n’-CsHgs-CH(OH)-(n®-

CsHs)Mn(CO)s) (Lc) en CDCls a 298 K.
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Espectro RMN 23C para el compuesto (CO)sRe(n’-CsHgs-CH(OH)-(n®-
CsH4)Re(CO)s) (1d) en CDCls a 298 K.
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Espectro RMN 3C para el compuesto (CO)sMn(n®-CsHs-CH(C2H2N3))-
CsH4C=N) (2a) en CDCl; a 298 K.

[l
¥
0
n < N N o o
in M a m "o oM o taq0o m
0 o N o 0 ™ N Q©in A= n
N 5 a4 bR a FIRENIN b
I I [ [ I SNV
CN
Mn-CO C2oH2N3 CoHa \ CeHa-(ipso) CsH4 CH
; ] - 1 il l [

T T : : T T T T . T T T : T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 %0 80 70 60 50
ppm



Espectro RMN 3C para el compuesto (CO)s;Re(n®-CsHs-CH(CoH,N3))-
CsH«C=N) (2b) en CDCl; a 298 K.
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Espectro RMN C para el compuesto (CO)sRe(n®-CsHs-CH(C2H2N3)-(n?®-
CsH4)Re(CO)s) (2d) en CDCls a 298 K.
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8.3. Espectro HSQC
Espectro HSQC para el compuesto (CO);Mn(n®-CsHys-CH(OH))-
Ce¢HiC=N)(1a) en CDCl;z a 298 K.
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Espectro HSQC para el compuesto (CO)sRe(n®-CsHys-CH(OH)-(n®-
CsHa)Mn(CO)s) (1c) en CDCl; a 298 K.
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Espectro HSQC para el compuesto (CO)sRe(n’-CsHys-CH(OH)-(n®-

CsHs)Re(CO)s) (1d) en CDCls a 298 K.
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Espectro HSQC para el compuesto (CO)sMn(n®-CsHs-CH(C2H2N3))-
CsH4C=N) (2a) en CDCl; a 298 K.
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Espectro HSQC para el compuesto (CO)s;Re(n®-CsHs-CH(CaH,N3)-(n®-

CsH4)Re(CO)s) (2d) en CDCls a 298 K.
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8.4. Parametros Cristalograficos
(CO)sMn(n°-CsHy-CH(OH))-CsH4C=N)(1a)

Identification code RA_MNOHCN
Empirical formula Ci16H10MNNO4
Formula weight 335.19
Temperature/K 296.15

Crystal system triclinic

Space group P-1

alA 6.3520(2)

b/A 10.2025(3)
c/A 12.3529(3)

0/° 104.3690(10)
B/e 103.0860(10)
y/° 106.3940(10)
Volume/A3 705.10(4)

Z 2

Peaicg/cm® 1.579

wmm 0.953

F(000) 340.0

Crystal size/mm?®

0.164 x 0.129 x 0.06

Radiation

MoKa (1 = 0.71073)

20 range for data collection/®

4.67 t0 64.256

Index ranges

9<h<9,-15<k<15,-18<1<18

Reflections collected

25138

Independent reflections

4910 [Rint = 0.0287, Rsigma = 0.0234]

Data/restraints/parameters

4910/0/200

Goodness-of-fit on F?

1.087

Final R indexes [1>=2c ()]

R1 =0.0465, wR> = 0.1437

Final R indexes [all data]

R1=0.0493, wR; = 0.1464

Largest diff. peak/hole / e A3

2.27/-0.67
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(CO)3Re(13-CsHa-CH(OH))-CeHsC=N) (1b)

Identification code RA_ReOHCN
Empirical formula C4H25No.2s0Rep 25
Formula weight 116.61
Temperature/K 296.15
Crystal system triclinic
Space group P-1

a/A 6.6205(4)

b/A 10.2634(6)
c/A 12.2633(7)
a/° 103.129(2)
B/° 104.967(2)

v/° 107.600(2)
Volume/A3 723.95(7)

V4 8

Pearcg/cm?® 2.140

wmm'? 8.409

F(000) 440.0

Crystal size/mm?3

0.233 x 0.22 x 0.047

Radiation

MoKa (A = 0.71073)

20 range for data collection/°

7.068 to 59.142

Index ranges

-9<h<9,-14<k<14,-17<1<17

Reflections collected

14281

Independent reflections

3630 [Rint = 00360, Rsigma = 00347]

Data/restraints/parameters

3630/0/200

Goodness-of-fit on F2

1.123

Final R indexes [1>=2¢c (1)]

R1 = 0.0240, wR. = 0.0655

Final R indexes [all data]

R1 = 0.0248, wR. = 0.0660

Largest diff. peak/hole / e A

1.77/-0.96
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(CO)gM n(n5-C5H4-CH (C2H2N3))-C5H4CEN) (28.)

Identification code

mo_RA_Cimantrexole_0m

Empirical formula C1sH11MnN4O3
Formula weight 386.25
Temperature/K 296.15
Crystal system monoclinic
Space group P2/c

a/A 7.9097(2)
b/A 13.4285(4)
c/A 16.6367(4)
a/° 90

B/° 102.9210(10)
v/° 90
Volume/A3 1722.33(8)

z 4

Peacg/cm?® 1.490

wmm'? 0.792

F(000) 784.0

Crystal size/mm?3

0.117 x 0.061 x 0.05

Radiation

MoKa (A = 0.71073)

20 range for data collection/°

5.024 to 54.296

Index ranges

-10<h<10,-17<k<17,-21<1<19

Reflections collected

28067

Independent reflections

3808 [Rint = 00529, Rsigma = 00315]

Data/restraints/parameters

3808/0/235

Goodness-of-fit on F2

1.076

Final R indexes [1>=2¢c (1)]

R1 =0.0390, wR. = 0.0956

Final R indexes [all data]

R: =0.0532, wR. = 0.1039

Largest diff. peak/hole / e A

0.35/-0.21
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(CO)sRe(n°-CsHa-CH(C2H2N3)-(n°-CsH4)Re(CO)s) (2d)

Identification code

RA_Re2troxol

Empirical formula C19H1:N306Re>
Formula weight 749.71
Temperature/K 296.15

Crystal system

orthorhombic

Space group Pbca

a/A 13.2739(7)

b/A 8.3417(4)

c/A 35.9014(16)

a/° 90

B/° 90

v/° 90

Volume/A3 3975.3(3)

V4 8

Peacg/cm?® 2.505

wmm'? 12.211

F(000) 2752.0

Crystal size/mm?3 0.075 x 0.045 x 0.04
Radiation MoKa (A =0.71073)

20 range for data collection/°

3.816 to 55.004

Index ranges

-16<h<17,-9<k<10,-46<1<46

Reflections collected

81383

Independent reflections

4557 [Rint = 00874, Rsigma = 00318]

Data/restraints/parameters

4557/0/271

Goodness-of-fit on F2

1.200

Final R indexes [1>=2¢c (1)]

R1 =0.0652, wR, = 0.1425

Final R indexes [all data]

R:1 =0.0730, wR. = 0.1459

Largest diff. peak/hole / e A

2.45/-3.44
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8.5. Estudios de Estabilidad en medio acuoso
(CO)gMn(nE’-C5H4-CH(C2H2N3))-C6H4CEN) (2a)

Abs

I 3 1
300 400
Wavelength (nm)

(CO)sRe(n5-CsHa-CH(C2H2N3))-CsH4C=N) (2b)

Abs

I ! I
300 400
Wavelength (nm)
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(CO)sRe(n°-CsH4-CH(C,H2N3)-(n°-CsHs)Mn(CO)s) (2¢)

——0h
10 - —3h
——6h
——9h
—12h
—— 15h
——18h
——21h
—24h

Abs

3(|)0 l 460
Wavelength (nm)
(CO)3Re(n°-CsH4-CH(C2H2N3)-(n°-CsH4)Re(CO)s3) (2d)

——©0h
0.8 - —3h

| ——=6h
——©5h
——12h
——15h
——18h
—21h
—— 24h

Abs

-0.1

I : ]
300 400
Wavelength (nm)

84



8.6. Tautomerismo 1,2,4-triazol

-

h
_N
N
H

1H-1,2,4-triazol

HN
- 4\;\\N

4H-1,2,4-triazol
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