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RESUMEN

El capitulo 1 es un breve resumen de la historia del oro en medicina desde la antigliedad
hasta hoy en dia, en él ademas se explican las propiedades fisico-quimicas que hacen
del oro un metal tan singular y se introduce su papel fundamental en la quimica
organometalica. Ademads, realizamos un recorrido por algunas de las principales
aplicaciones del oro(l), tanto biolégicas como cataliticas; se introduce el uso del oro en
medicina y los posibles mecanismos de accion de los complejos metalicos usados
actualmente en terapia y posteriormente se desarrolla el papel que juegan el oro(l) y

oro(lll) en catalisis homogénea y catalisis asimétrica.

A lo largo del capitulo 2 se desarrolla la sintesis de diversos carbenos N-aciclicos de
oro(l), estudiando los procesos multicomponente (MCR), debido a su importancia en el
desarrollo de nuevos farmacos asi como a su eficiencia atdmica, con los complejos
diaminocarbeno aciclicos de oro(l), 3y 4. Dichos complejos catalizan la formacion de
diferentes propargilaminas, que constituyen bloques de construccién muy versatiles
para la sintesis de precursores de farmacos, a través de una reaccién de acoplamiento
A3; asi como la sintesis de diversas indolicinas, uno de los esqueletos heterociclicos N-
fusionados mas importantes que se encuentran en una variedad de compuestos
bioldgicos activos. Por otro lado, en ese mismo capitulo se desarrolla la sintesis de
biscarbenos y complejos tiolato basados en bases puricas y pirimidinicas del ADN vy
derivados de azucares, que presentan una buena internalizacidn y distribucion celular;
estudiandose la actividad citotdxica y selectividad de todos estos carbenos NAC-oro(l)

asi como el tipo de muerte celular inducido.

En el capitulo 3, con la intencién de sintetizar nuevos complejos que presenten una
mayor actividad a menores concentraciones, minimizando asi los efectos secundarios
no deseados, se recoge la sintesis de diversos carbenos N-heterociclicos de plata(l) y
oro(l) con ligandos fosfonio y tiolato. Ademas, se realizaron estudios de actividad
citotoxica frente a diferentes lineas celulares, obteniéndose interesantes resultados. Por
ultimo, se recoge también la preparacion de compuestos de oro con ligandos NHC

sustituidos por grupos triazol, obtenidos mediante reacciones clic.

viii



ABSTRACT

Chapter 1 is a brief summary of the history of gold in medicine from ancient times until
today, it also explains the physical-chemical properties that make gold such a unique
metal and introduces its fundamental role in organometallic chemistry. In addition, we
made a tour of some of the main applications of gold (l), so biological as catalytic; the
use of gold in medicine and the possible mechanisms of action of the metal complexes
currently used in therapy are introduced and subsequently the role played by gold (I)

and gold (Ill) in homogeneous catalysis and asymmetric catalysis is developed.

Throughout chapter 2, the synthesis of various N-acyclic gold carbons (1) is developed,
studying the multicomponent processes (MCR), due to their importance in the
development of new drugs as well as their atomic efficiency, with NAC-gold(l) complexes
3 and 4. These complexes catalyze the formation of different propargylamines, which
constitute very versatile building blocks for the synthesis of drug precursors, through an
A3 coupling reaction; as well as the synthesis of various indolizines, one of the most
important N-fused heterocyclic skeletons found in a variety of active biological
compounds. On the other hand, in that same chapter the synthesis of biscarbenes and
thiolate complexes based on DNA and pyrimidine bases of sugar and sugar derivatives,
which have a good internalization and cellular distribution is described; studying the
cytotoxic activity and selectivity of all these NAC-gold (1) carbenes as well as the type of

cell death induced.

In Chapter 3, with the intention of synthesizing new complexes that have a higher
activity at lower concentrations, thus minimizing unwanted side effects, the synthesis of
various N-heterocyclic carbons of silver (I) and gold (l) is collected with phosphonium
and thiolate ligands. In addition, cytotoxic activity studies were conducted against
different cell lines, obtaining very interesting results. Finally, the preparation of gold
compounds with NHC ligands substituted by triazole groups, obtained by clicking

reactions, is also collected.
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Capitulo 1: Introduccidn

1.1. Quimica del oro.

El papel Unico que desempeiia el oro en la sociedad esta en gran medida relacionado
con el hecho de que es el mas noble de todos los metales: es el metal menos reactivo
hacia los 4&tomos o moléculas en la interfaz con un gas o un liquido. Sin embargo, la
inercia del oro no refleja una incapacidad general para formar enlaces quimicos: el oro
forma aleaciones muy estables con muchos otros metales.! El oro ha fascinado a
culturas y civilizaciones durante milenios; no se conoce la fecha exacta de su
descubrimiento, pero se han encontrado restos de este metal en excavaciones
paleoliticas que datan del 40 000 a.C. Su brillante color amarillo y su gran resistencia
frente a la corrosion lo llevaron a convertirse en un simbolo de inmortalidad y poder en
muchas culturas de la antigliedad, y sus atractivas propiedades como su gran durabilidad

y maleabilidad lo han convertido en un bien muy preciado a lo largo de la historia.?

El oro es un metal de transicion, situado en el grupo 11 de la tabla periddica. Se trata de
un metal precioso, considerablemente blando para ser manejable con facilidad,
brillante, pesado, y ductil entre otras caracteristicas. El oro, junto con los demads
elementos de su grupo: cobre y plata, es conocido también como un metal de acuiiacién,
ya que histéricamente se utilizaba para este fin. Su facil obtencién en estado metalico,
su maleabilidad, su poca reactividad quimica y su poca abundancia, hicieron que el oro
fuese idéneo para ser un metal de acufiaciéon. Pero no sélo se le conoce este uso, el oro
se ha utilizado tradicionalmente también en joyeria, gracias a la gran resistencia a la
corrosion que posee; generalmente los objetos realizados con este material poseen gran

valor, tanto econémico como representativo.

La quimica del oro estd viviendo una gran expansion y un gran desarrollo; hace apenas
40 anos comenzé el renacimiento en la quimica del oro con grupos pioneros
especialmente en Alemania, Rusia y Espafia.? Se ha llevado a cabo la preparacién de un
gran numero de complejos con una gran diversidad de ligandos, que han encontrado

aplicaciones en diferentes dreas como ciencia de los materiales®® catalisis® y medicina.”

Anteriormente se tenia la creencia de que el oro era inactivo en catalisis, pero hoy en
dia, tanto la catdlisis heterogénea llevada a cabo por nanoparticulas de oro como la

catalisis homogénea llevada a cabo por complejos de oro(l) y oro(lll) son areas de
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investigacion candentes. El descubrimiento de formas de fabricar y funcionalizar
nanoparticulas de oro ha alentado la investigacion de materiales interdisciplinarios.
Debido a las excelentes propiedades dpticas de los compuestos de oro se estan
desarrollando numerosas aplicaciones en dispositivos fotdnicos, mientras que las
propiedades bioldgicas ya han encontrado aplicaciones en la medicina. Todo ello ha

llevado al aumento exponencial en la investigacion acerca de la quimica del oro.

1.1.1. Historia

Oro proviene de Aurum, que en latin quiere decir aurora resplandeciente.

Figura 1.1. Pepita de oro.

El oro ha sido desde su descubrimiento siempre asociado a la divinidad, al poder vy a la
riqueza espiritual, ha sido parte fundamental de |a historia, la ciencia y la alquimia.® Fue
el primer metal utilizado por las civilizaciones antiguas, excavaciones arqueolégicas han
demostrado que ya en la Edad de Piedra se utilizaban utensilios que incorporaban oro
como elemento decorativo, mientras que las primeras extracciones de este metal datan
de la Edad de Bronce.® Se cree que la primera fundicién de oro fue en el Antiguo Egipto
alrededor del 3600 a.C.1° y desde entonces su utilizaciéon se ha extendido en una
amplisima variedad de aplicaciones. Los primeros ejemplos de joyeria hecha con oro
datan del 2600 a.C. y fueron encontrados en Mesopotamia,'! mientras que los primeros
ejemplos de monedas acufiadas en oro datarian del 700 a.C. y fueron encontrados en

Turquia.!?

Figura 1.2. Moneda de Lidia. Estatero de oro, con
representacion de un ledn y una cabra, acufiado en
tiempos de Creso.




Capitulo 1: Introduccidn

En general representaba la riqueza espiritual, para los incas el oro representaba el sudor
del sol, para los budistas el oro era el portador de la luz espiritual y fisica, para los
egipcios el oro representaba el sol que brilla, que ofrece cosechas abundantes, ademas
de la eternidad, ya que el oro no se altera con el tiempo, es por ello por lo que muchas

estatuas de divinidades y mascaras funerarias de faraones fueron recubiertas de oro.*3

Figura 1.3. Mascara funeraria de oro de Psusenes a la izquierda, figura de Buddha en el templo
de Kotoku a la derecha.

Las primeras piezas de empastes dentales hechos de oro fueron encontradas en Italia y
datan del 600 a.C,'* aunque ya se conocian ejemplos anteriores como el caso de los
etruscos (3000 a. C.) que unian los dientes (principalmente de vaca y buey) usando hilos

de oro.

Figura 1.4. Ejemplo de una de las primeras proétesis
dentales hechas con oro.

La historia del oro se ha visto principalmente dominada por el caracter metalico de dicho
compuesto y a su alta resistencia frente a la oxidacion, debida principalmente a los
efectos relativistas y a la fuerte unién de los electrones 6s, lo que hizo que durante anos

se creyese que era totalmente inerte.

Las primeras reacciones con oro fueron descritas a finales del s. XVIIl por Scheele®

cuando éste descubrid que el oro metdlico se podia disolver en disoluciones de cianuro
para dar lugar a lo que se conoce como sales de cianuro [Au(CN);] . Sin embargo, es

cierto que durante los siguientes anos el interés sobre estas reacciones se centrd en
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procesos de galvanoplastia y procesos mineros, y tuvieron poco interés en la quimica

del oro.

Los primeros intentos de preparacién de complejos organometalicos de oro fueron
descritos por Frankland y Duppal® y se remontan a hace 150 afios, momento que se
puede considerar como el nacimiento de la quimica organometdlica, a pesar de que fue
mucho antes de corroborarse la existencia de dichos compuestos!’ y que tuviesen
realmente alguna aplicacién practica. Pero no fue hasta hace practicamente cinco
décadas cuando realmente comenzd la quimica organometalica del oro y con ello se
incrementaron tanto sus aplicaciones practicas como el desarrollo de rutas sintéticas
eficientes para la sintesis de dichos compuestos. Los compuestos organometadlicos de
oro se encuentran en constante descubrimiento y ademds la versatilidad de sus

propiedades hace que puedan ser utilizados en numerosos campos.

1.1.2. Propiedades Fisico-Quimicas

El oro es un metal blando, de color amarillo que conduce muy bien tanto la electricidad
como el calor. Se trata de un metal extremadamente ddctil, se puede estirar en
filamentos muy finos, y maleable, se puede deformar hasta lograr una capa muy

delgada.

Se considera al oro un metal noble, posee una gran resistencia a condiciones quimicas
agresivas, al ataque enzimatico en sistemas bioldgicos y no se ve corroido ni por el agua,
aire u otros disolventes; Unicamente puede disolverse en agua regia, una disoluciéon
altamente corrosiva y fumante, de color amarillo, formada por la mezcla de acido nitrico
concentrado y acido clorhidrico concentrado, en una proporcién de una a tres partes en

volumen.

Debido a su elevada conductividad del calor, el oro tiene varias aplicaciones entre las
gue destaca como reflector antimisiles; por otro lado, al ser un gran conductor de la
electricidad, esto hace que tenga también numerosas aplicaciones destacando como

aplicacién en los contactos de los microprocesadores.

Pero ademds de lo anteriormente mencionado, el oro presenta propiedades Unicas.®

Posee el potencial electroquimico mas bajo de todos los metales. Esto es debido a la
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estabilizacién del orbital 6s que hace que tenga una elevada tendencia, tanto en oro(l)
como en oro(lll), a aceptar electrones para reducirse a oro metalico; lo que explica la
relevancia de su estado metdlico (e.o. 0) y su caracter noble. Posee una alta afinidad
electronica, esto se debe también a la estabilizacion del orbital 6s. Se conocen
complejos idnicos de oro como (NMes)Au y con metales alcalinos como CsAu en los que
el oro se encuentra en e.o. —I. El oro a pesar de ser el mas electronegativo de los

metales, puede encontrarse en e.o. +V formando compuestos fluorados.

Sus caracteristicas mas importantes son debidas a los efectos relativistas del oro,
descritos por primera vez hace mas de cuatro décadas por Pitzer y Pyykkd y
Desclaux.'®29 Los efectos relativistas sobre orbitales de enlace se manifiestan al implicar
a la teoria de la relatividad en los calculos de las funciones de onda de los orbitales para
los dtomos pesados del sexto y séptimo periodo de la tabla periddica. Al usar
correcciones relativistas basadas en el modelo atémico de Dirac que incorpora
correcciones relativistas, la forma y tamafio de los orbitales atdmicos s, p, d y f, tanto
internos como externos de valencia, cambian y su distribuciéon electrénica es
ligeramente diferente de los orbitales del modelo atdmico de Schrédinger clasico, que

no incorpora dichas correcciones relativistas.

La teoria de la Relatividad Especial de Einstein?! establece que la masa de cualquier
objeto en movimiento cambia al cambiar su velocidad segun la Ecuacidn 1.1, donde m’
es la masa relativa, m la masa en reposo, v la velocidad y ¢ la velocidad de la luz en el

vacio.

. m
m'=

v
-

C

Ecuacion 1.1. Ecuacidon de la masa relativa segun la Teoria de la Relatividad Especial de
Einstein.

En condiciones normales, el término (V/;)? es tan pequefio que la diferencia en masa
resulta insignificante, sin embargo, cuando la velocidad de un objeto se aproxima a la
velocidad de la luz, este cambio de masa si que es significante. En el caso del oro, la
intensa atraccién electroestdtica que experimentan los electrones s por parte de todos

los protones del nucleo, produce un aumento en su velocidad préximo a la velocidad de
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la luz, lo que hace que se produzca un considerable aumento relativista de su masa. Este
aumento de masa provoca una contraccion relativista en el orbital, debido a que el radio
de un orbital con momento angular constante se encogera proporcionalmente al

aumentar la masa, este efecto queda descrito segun la Ecuacién 1.2.

_Rrel _ U/ 2
R-Rrel 1 (/C)

Ecuacion 1.2. Ecuacidn del radio relativo segun la Teoria de la Relatividad Especial de Einstein.

Esta contraccién del orbital afecta principalmente a los electrones s incluyendo aquellos
en capas mas externas, debido a que su densidad electrénica probablemente
permanezca cercana al nucleo. Este efecto se da en diferentes metales pesados, pero

de manera mas pronunciada en el caso del oro, conllevando una contraccién de ~ 18%.
p ,

R rel./R no-rel.
[ Para electrones 6s

o
3

Figura 1.5. Relacidon entre el radio relativista de los electrones 6s con su radio no relativista en
funcién del nimero atdmico para los elementos con Z comprendido entre 55 y 100.

En la Figura 1.5 se muestra la contraccién relativista de las capas 5s y 6s para los
elementos Cs (Z=55) a Fm (Z=100). Los valores estan tomados de los calculos de Dirac-
Fock y Hartree-Fock de Desclaux.?? La contraccién aumenta considerablemente
mientras se va llenando la capa 4f y sorprendentemente cuando la capa 5d esta
completa. El madximo de contraccién se da para el oro, 5d° 6s', una contraccion

relativista igualmente fuerte no se encuentra hasta alcanzar Z = 100 para el fermio.

Los electrones d mads externos estan parcialmente apantallados del nucleo por los

electrones s, por lo que los orbitales d experimentan una ligera expansion; es por ello
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por lo que los niveles de energia de los orbitales 6s mas externos se encuentran mas

proximos a los orbitales 5d, Figura 1.6.

Agt Au*
i I 1 . )
5s 6s
6ev — 5s
6s
EEIF‘ ] 5d
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4d
o]
norelat. relat. relat.  no relat.

Figura 1.6. Energias calculadas para los orbitales (n-1)d y ns tanto relativistas como no, para
plata (n =5) y oro (n = 6).

Las energias de los orbitales de valencia para las moléculas diatémicas AgH y AuH para
los calculos de Hartree-Fock relativistas y no relativistas de expansién de un centro son
muy similares en el caso no relativista, pero difieren bastante entre ambas moléculas

para los relativistas.??

Estos efectos tienen gran importancia en las energias de promocion electrénica entre
orbitales de enlace, avanzan a lo largo de la tabla periddica alcanzando su maximo valor
para el oro, provocando como ya hemos explicado recientemente una contraccién
(estabilizacién) de los orbitales 6s y una expansién (desestabilizacién) de los orbitales
5d; lo que provoca que la separacion energética entre ambos sea menor. Para la mayoria
de metales, la absorcién de la luz, debida principalmente a la transicion de 5d a 6s tiene
un salto energético correspondiente a la luz ultravioleta, por lo que las frecuencias del
espectro visible no son absorbidas sino reflejadas por igual, haciendo que dichos
metales muestren un brillo plateado. En el caso del oro, al contraerse el orbital 6s, esto
se traduce en un menor salto energético entre los niveles 5d y 6s, alrededor de los 2.4
eV y por eso se absorbe la luz en el rango del color azul del espectro visible y se reflejan
las frecuencias de los verdes y rojos, lo que determina ese color amarillo tan

caracteristico del oro. Esto explica la facilidad de hibridacidn de los orbitales (sp, sd) y
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por tanto la tendencia del oro(l) a formar complejos lineales y dicoordinados. Por un
lado, la desestabilizacion de los orbitales 5d explica la facilidad del oro a alcanzar el
estado de oro(lll) y la existencia de oro(V), estado de oxidacidn que no existe para la
plata. Por otro, la estabilizacidn del orbital 6s explica la existencia de oro(-l), estado de
oxidacion no conocido para la plata, y la facilidad para formar compuestos lineales como

oro(l).

La importancia de los efectos relativistas en el oro tiene consecuencias como el
incremento de su potencial de ionizacion y de afinidad electrdnica, estabilizacidon de
altos estados de oxidacion como hemos explicado, pero ademas dota al oro de la
capacidad de formar clister y nanoparticulas y son los responsables de la aurofilia. Se
conoce como aurofilia a la afinidad de enlace entre los centros de oro(l) y fue descrita
por primera vez por H. Schmidbaur en 1988.242> La configuracién del oro(l) es 5d'96s° es
de capa cerrada, sin embargo el oro(l) no es quimicamente inerte, sino que puede
interaccionar con otros atomos de oro(l)%6. Schmidbaur definié estas interacciones
como similares a las fuerzas de dispersién de Van der Waals, pero cuya fortaleza en
varios se estimd en torno a 5-15 Kcal/mol y podia compararse por tanto a nivel de
fortaleza con los enlaces de hidrégeno.?”:282%30 | 3 distancia entre dtomos de oro para
estas interacciones es de 2.8-3.5 A, 2829303132 g e es incluso menor de la encontrada en
el oro metadlico. Estas interacciones de una distancia Au...Au tan corta no pueden ser
explicadas mediante teorias clasicas de enlace, ya que se esperaria que dos centros de
oro(l) con la misma carga y configuracion 5d*° se repeliesen mutuamente en contacto
proximo.333% Sin embargo, teniendo en cuenta los efectos relativistas, los contactos
Au---Au pueden ser interpretados como una donacién de densidad electrénica de los
orbitales expandidos llenos 5d de un centro metdlico a los orbitales vacios 6s y 6p del

otro.

La aurofilia puede modificar geometrias e incluso estructuras supramoleculares, e influir
en las propiedades de los complejos; pero este efecto no es Unico del oro, estd afinidad
también se ha observado para sus elementos vecinos en la tabla periddica,3>36:37.383% 3
pesar de que este efecto se da, con diferencia, con una intensidad mucho mayor en el
caso del oro debido a su facil accesibilidad estérica hacia el 4tomo metélico, como

resultado de su geometria lineal en compuestos bicoordinados. Se han observado
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también interacciones de este tipo en complejos polinucleares entre atomos de Au(l) y
Au(lll), Au(ll) y Au(lll) y también entre atomos de oro y otros metales como Ag(l), Cu(l) o
Pt(l) entre otros. Pyykko y colaboradores realizaron varios estudios en torno a las
interacciones aurofilicas, concluyendo que las interacciones eran debidas a efectos de

correlacion electrénica reforzados por los efectos relativistas. 4°
Quimica de Coordinacion y Organometalica

Los estados de oxidacién mds frecuentes para el oro son Au(l) y Au(lll); el estado de
oxidacién (+1) se ha desarrollado bastante en los ultimos afos y se ha vuelto algo mas
comun pero casi siempre en derivados dinucleares. Sin embargo, se conocen muy pocos
ejemplos para los e.o. (-1), (0) y (+V).**

Estado de oxidacion (-1): como hemos comentado anteriormente, su estabilidad se debe
a la importancia de los efectos relativistas en el oro. Se conocen pocos compuestos
idnicos del tipo MAu y M7Aus (M = Rb, Cs), M3Au= (M = Rb Cs, K) y (NMea)Au.

Estado de oxidacion (0): en general son escasos e inestables, se ha conseguido preparar
algunos complejos con macrociclos y con ligandos carbeno del tipo CAAC. #?

El oro suele formar clusters en los que se encuentra en un estado de oxidacidn entre 0
y +l. Este estado de oxidacidon juega un papel fundamental en la formacién de
nanoparticulas y nanomateriales tan en auge en los ultimos afios.*?

Estado de oxidacion (+l): para este e.o. la configuracidn electrénica es 5d*° y los
complejos resultantes son compuestos diamagnéticos de 14 electrones; estos
compuestos tienden a la desproporcionacion a Au(0) y Au(lll). Este estado de oxidacion
es el mds estudiado y por tanto mas desarrollado, a partir de él se han sintetizado
compuestos mono-, di- y polinucleares y di-, tri- y tetracoordinados, tanto cargados
como neutros; aunque los mas habituales son sus derivados lineales con dngulos de
enlace de 180°. Se conocen complejos estables de fuertes enlaces con sulfuros, fosfinas
y grupos alquilicos; sin embargo, con ligandos N-dadores forma complejos menos
estables y con ligandos O-dadores forma compuesto muy reactivos y muy poco
estables.*3

Estado de oxidacion (+1I): en los Ultimos afios se ha visto incrementado el nUmero de
complejos de oro(ll) sintetizados, haciendo que el e.o. (+1l) se llegue a considerar algo

comun para el oro aunque algo menos que los e.o. (+l) y (+lll) de los que existe una
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amplia variedad de complejos sintetizados descritos en la bibliografia.** El Au(ll) tiene
una configuracion electrdnica 5d°, lo que da lugar a complejos paramagnéticos. La alta
energia de ese electron desapareado explica la poca estabilidad de estos compuestos y
la facilidad de ionizacidn para generar Au(lll), presentando una fuerte tendencia a la
desproporcionacién de Au(ll) a Au(l) y Au(lll). Los complejos dinucleares, diamagnéticos,
son los mayoritarios, presentando enlaces metal-metal; se conocen ejemplos con iluros,
bisiluros, difosfinas y ditiocarbamatos. Ademas, también se han descrito compuestos
polinucleares y heteronucleares de oro(ll). Por otro lado, los complejos mononucleares
son mucho menos conocidos, los ejemplos descritos poseen ligandos S-dadores
insaturados como ditiocarbamatos, ditiolatos o tioéteres macrociclicos.

Estado de oxidacién (+11): para este e.o. la configuracion electrdnica es 5d%, dando lugar
a complejos tetracoordinados, diamagnéticos de 16 electrones que suelen adoptar una
geometria plano-cuadrada. Este e.o. ha sido algo menos desarrollado que el e.o. (+1); en
general, el Au(lll) es mas oxidante y duro que el Au(l), y forma complejos estables con
ligandos C-, N-, P-, S- y O- dadores y halogenuros. Se han descrito gran cantidad de
complejos con alquilos, arilos, pentafluorofenilo, derivados ciclometalados, iluros,
alquinilos y carbenos, asi como con ligandos polidentados como poliaminas,
polipiridinas y di/trifosfinas. Los complejos formados con calcogenuros, compuestos que
contienen un anién formado por un elemento del grupo 16 y un elemento metal de
caracter electropositivo, son muy estables y numerosos: tiocianatatos, sulfuros, tiolatos,
tiocarbamatos, tioéteres..., asi como los complejos con diferentes ligandos N-dadores
(aminas, azidas, azoles, iminas o nitrilos) y aquellos complejos con ligandos O-dadores
(alcoxo, acetatos, carboxilatos, éteres, hidroxo u oxo).

Estado de oxidacion (+IV): para este estado de oxidacion solo se conoce la oxidacion
electroquimica de complejos de Au(lll) con ditiolatos y ditiolenos.

Estado de oxidacion (+V): para este estado de oxidacidn se ha descrito la preparacion

de AuFs y derivados del anién [AuFg].

10
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1.2. Aplicaciones

Muchos estudios organometalicos en el ambito de la quimica del oro se han centrado
en intentar entender mejor la coordinacién fundamental de este metal. Los primeros
compuestos organometdlicos de oro eran considerados meras curiosidades de
laboratorio con poco potencial practico en aplicaciones utiles. En el dltimo tiempo, sin
embargo, se han desarrollado compuestos de oro con un interesante potencial de uso
en un amplio abanico de aplicaciones debido a sus propiedades bioldgicas, cataliticas y

luminiscentes. Podriamos resumir sus aplicaciones mas importantes en:

organometalicos

de oro \ Complejos

biclogicam.
activos

Compuestos

Activacion nt
Catalisis

Cross-Coupling / \
. . Cristales
Luminiscencia liquidos

|°LED5 l I Bioimagen l

Figura 1.7. Esquema de principales aplicaciones de compuestos organometalicos de oro

Aplicaciones

/y antimaléricas

> Aplicaciones
antimicrobianas

Aplicaciones
anticancerigenas

1.2.1. El Oro en Medicina

A lo largo de toda la historia, el oro tanto en su forma metalica como formando

complejos, si bien sin base cientifica, ha sido utilizado con fines medicinales.#>46:47, 48

Durante el s. VIIl en Europa los alquimistas intentaban preparar elixires basados en oro
metalico, bien en forma de polvo o de copos, con la intencidén de alcanzar la juventud
eternay curar diversas enfermedades. Pero no fue hasta el s. Xlll que aprendieron a usar
agua regia para disolver el oro y con ello comenzaron a utilizar tanto oro metdlico como
compuestos de oro mezclados con diversos extractos de hierbas y aceites esenciales

como tratamientos medicinales.*®

En el s. XVII, Nicholas Culpepper describié el uso de oro como tratamiento de diversas

“dolencias de espiritu” como melancolia, desmayos o fiebre; a comienzos del s. XIX

11
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Chriestesen describié una mezcla de cloruro de oro y cloruro de sodio, Na[AuCls], como

tratamiento contra la sifilis.>°

La primera aplicacidn cientifica que se conoce de un complejo de oro en medicina fue
desarrollada por Robert Koch en 1890, Koch estudid la actividad antibacteriana de
[Au(CN)2],>* pero no fue hasta el afio 1920 cuando comenzd a utilizarse para el
tratamiento de la tuberculosis pulmonar. En 1913 Feld confirmé que era el oro y no el
cianuro lo que hacia que el K[Au(CN);] fuese téxico para las bacterias e introdujo el 4-

amino-2-aurotiosalicato de sodio, también conocido como crisolgan como alternativa.>?

En 1928, Jacque Forestier desarrolld diferentes tiolatos de oro(l) para tratar la artritis
reumatoide,3 lo que se conoce como crisoterapia.®* La crisoterapia o terapia con oro,
se ha mantenido hasta nuestros dias ya que muestra buenos resultados en pacientes
reumaticos, si bien se emplea como una de las ultimas alternativas ya que posee

numerosas reacciones secundarias adversas.

Del amplio espectro de tiolatos de oro utilizados para este propdsito, hay varios
ejemplos en activo en pruebas clinicas como el aurotiomalato de sodio, conocido
también como miocrisina® y la aurotioglucosa, conocida también como solganol;>® el
aurobistiosulfato () de sodio y el aurotiopropanolsulfato (I) de sodio. Todos estos
complejos son solubles en agua, pero a la vez poco liposolubles, no siendo por tanto
bien absorbidos por el intenstino, por lo que han de ser administrados como

disoluciones acuosas mediante inyecciones.

NaO,C CO,Na

R = Miocrisina

OH

R = Solganol
HO
HO

HO
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\AU\SO/

\AU\S/

o S o o HO
ONa \\S/ N7\ /"
N /A“\ S 3Na+
H,N 0 Yo S SO;Na
n n

4-amino-2-orotiosalicato de sodio orotiosulfato de sodio orotiopropanolsulfato de sodio

Figura 1.8. Primeros compuestos de oro con actividad antiartritica, antitumoral y antimaldrica.

El Unico compuesto nuevo introducido en pruebas clinicas en los ultimos treinta afos es
el auranofin, un farmaco de oro(l) con tioglucosa peracetilada y trietilfosfina como
ligandos descrito por Sutton y colaboradores a principios de 1980,>” aunque hasta 1985

no fue aprobada su administracion oral en pacientes.

0] 0 P
Q Yy
)J\O @] f\u
0] 0 S

Figura 1.9. Estructura del auranofin.

El auranofin es un tiolato monomeérico de oro con solubilidad moderada en agua, pero
gran lipofilidad debido al ligando trieltilfosfina; pertenece a la denominada segunda
generacion de estos farmacos, se administra via oral, lo que permite un mejor control
de la dosis y ademas conlleva menores efectos tdxicos secundarios asociados en
comparacion con otros tiolatos de oro(l) inyectables. A pesar de ello, el auranofin resulté
ser menos efectivo para el tratamiento de la artritis reumatoide que los tiolatos de oro
anteriores, por ello se desarrollaron nuevos compuestos como el metotrexato (MTX)

tolerado mucho mejor en los tratamientos contra la artritis reumatoide.>®

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que conlleva la inflamacion
cronica del tejido sinovial provocando la erosion y degradacion de los cartilagos que
unen las articulaciones. El auranofin y otros compuestos de oro frenan el progreso de

esta enfermedad, aunque de momento no se conoce su modo de accién exacto.

13
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El auranofin presenta también actividad anticancerigena, lo que inicié de alguna manera
la investigacidn de farmacos alternativos basados en metales como el cisplatino. Pero
éste no fue el inico motivo que llevd a la comunidad cientifica a estudiar las propiedades
anticancerigenas de compuestos contra la artritis; en la década de los 70 y 80 se llevaron
a cabo estudios acerca del uso de compuestos anticancerigenos, cémo la 6-
mercaptopurina (Purinethol®) y la ciclofosfamida, para el tratamiento de la artritis

reumatoide debido a sus efectos antiinflamatorios e inmunosupresores.

0
S
N N Cl
NTX N COOH ij’\‘ QN‘N/\/
NN
H

HzN)l\N/ N/ éH3 H
Cl

metotrexato (MTX) mercaptopurina ciclofosfamida

Figura 1.10. Compuestos para el tratamiento de la artritis reumatoide con efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores.

El trabajo de Lorenzen>® y colaboradores establecid una conexion entre la artritis
reumatoide y el cancer; mediante un estudio a largo plazo en el que se les administraba
a pacientes con artritis reumatoide farmacos basados en oro se descubrié que éstos
tenian menor probabilidad de desarrollar tumores malignos en comparacion con el resto
de la poblacién, lo que llevé a la comunidad cientifica a creer en una conexion entre los
complejos de oro y el cancer. En 1979 se llevaron a cabo varios estudios biolégicos con
auranofin, probando que éste inhibia el crecimiento de las células para la linea Helay a
partir de entonces se realizaron numerosos estudios de su actividad bioldgica in vitro en
diversas lineas celulares®®®! e incluso se probé su eficiencia in vivo en la linea celular
P388 de leucemia linfatica implantada en ratones.®? En 1986 se publicé un extenso
estudio acerca del auranofin y sus propiedades anticancerigenas, asi como algunos
andlogos estructurales, concretamente se estudio la citotoxicidad de 62 compuestos de
oro in vitro contra las lineas celulares B16 de melanoma y P388 de leucemia,
concluyéndose que un amplio abanico de tiolatos fosfina de oro(l) presentaban
citotoxicidad.®® Desde entonces se han preparado numerosos complejos de oro(l) con
tiolatos y fosfina derivados: complejos de oro(l) con multiples ligandos fosfina, carbenos
de oro(l), complejos de oro(l) con tiourea y recientemente alquinil y propargil complejos

de oro(l).

14
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En la actualidad, la preparacion de complejos tanto de oro(l) como de oro(lll) como
potenciales fadrmacos contra el cdncer® ha despertado gran interés; pero no debemos
olvidar tampoco la importancia de sus propiedades antibacterianas,®
antimicrobianas,®® fungicidas, anti-VIH,%” antiparasitarias®® o antimaldricas® por

nombrar algunas.

1.2.1.1. Diseio de Complejos Metdlicos Anticancerigenos

El cdncer afecta a un gran nimero de personas y causa millones de muertes cada afio;
no se trata de una sola enfermedad, se puede originar en cualquier parte del cuerpo.
Comienza cuando las células crecen descontroladamente sobrepasando a las células
normales, lo cual dificulta que el cuerpo funcione de la manera que deberia. Los
diferentes tipos de cancer tienen algunas similitudes, pero son diferentes en la manera
en que crecen y se propagan.’® El cdncer sigue constituyendo una de las principales
causas de mortalidad del mundo. De acuerdo con los ultimos datos disponibles
estimados dentro del proyecto GLOBOCAN, el numero de tumores continula creciendo,
habiendo aumentado desde los 14 millones de casos en el mundo estimados en el afio
2012 alos 18.1 millones en 2018. Las estimaciones poblacionales indican que el nimero
de casos nuevos aumentara en las dos proximas décadas, alcanzando los 29.5 millones
en 2040.7! Por ello actualmente existe un gran interés en la investigacion de complejos
metalicos como posibles agentes anticancerigenos. Este campo de investigacion fue
abierto por el éxito del desarrollo de complejos de platino(ll) en el tratamiento de
tumores malignos desde la introduccion en 1979 del cisplatino en tratamientos

clinicos.”?

Figura 1.11. Cisplatino

Desde entonces se intentaron desarrollar complejos metdlicos cuyos centros no fueran
de platino, con la intencién de mejorar los efectos contra el cancer in vitro e in vivo

pudiendo ser desarrollados como farmacos clinicamente Gtiles. Las principales clases de
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medicamentos estudiados contra el cancer incluyen compuestos de Pt(Il), Au(l), Au(lll),
Ru(ll), Ru(lll), Bi(lll), Re(l) y Cu(ll).”® A partir de la década de los 90 se empezaron a
estudiar complejos de oro(lll) estables en condiciones fisiolégicas que presentaban

interesantes efectos citotdxicos frente a lineas tumorales humanas.”*

Los complejos de oro han despertado un gran interés en el campo de la biomedicina,
debido a su capacidad citotéxica y antiproliferativa frente a numerosas lineas celulares;
muchos complejos de oro(l) y oro (lll) han presentado excelentes resultados in vitro, en
muchos casos comparables e incluso superiores al cisplatino. Ademds, los complejos de
oro(l) y oro(lll) parecen actuar mediante distintos mecanismos y distintas dianas que el
cisplatino, por lo que podrian ofrecer mejores resultados, combinarse y
complementarse o utilizarse para combatir otros tipos de canceres para los que los
farmacos utilizados habitualmente no son muy activos. A continuacidn, se presenta el

mecanismo de accién de compuestos de oro(l) anticancerigenos.
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Fosfina tiolato de oro(l) Fosfina tiolato de oro(l) Fosfina de oro(l)
Mirabelli 1986 64 Ott 2009 Sadler, Berners-Price 1986
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Figura 1.12. Complejos de oro(l) con actividad bioldgica; Mirabelli 1986,% Ott 2009,”° Sadler,

Berners-Price 1986,7° Becker 2005,”” Berners-Price 2006,”® Che 2010,° Ott 2012.%°

1.2.1.2. Mecanismo de accion de compuestos de oro () anticancerigenos

Numerosos estudios sugieren que los complejos metalicos plano-cuadrados como el
cisplatino actuan sobre el ADN, interfiriendo en sus procesos de transcripcion y
replicacion desencadenando apoptosis celular. Sin embargo, los complejos de oro(l)

presentan un modo de accién diferente, tienen su diana en enzimas con tioles o

16



Capitulo 1: Introduccidn

selenoles en sus sitios activos presentes en distintas partes de la célula, como en la

mitocondria.8!

Entender el mecanismo de accion del auranofin y otros complejos antirreumaticos y
antitumorales de oro(l) ha despertado gran interés durante mucho tiempo, y a pesar de
que no existe un Unico modo de accién, se cree que una de sus dianas bioldgicas mas
importantes es la enzima tiorredoxina reductasa (TrxR). La tiorredoxina reductasa es una
flavoproteina, que cataliza la reduccién de tiorredoxina (Trx) utilizando NADPH como
agente reductor y media el paso final en la via de transferencia de electrones para la
reduccion de nucleésido difosfato. Debido a que la actividad de esta enzima es esencial
para el crecimiento celular y la supervivencia, ha despertado gran interés en la
investigacion de terapias antitumorales. EIl modo de accién de esta enzima pudo
determinarse gracias al estudio de su estructura cristalina en 2007;%? cada mondmero
de TrxR presenta un sitio de unién para el NADPH, una unidad FAD y un sitio activo de
unién para un residuo de cisteina (Cys497) adyacente a un residuo de selenocisteina
(Sec498) y proximo a otros dos residuos de cisteina (Cys59 y Cys64) como se ve en la
Figura 1.13. De esta manera los electrones son transferidos del NADPH a través del FAD

al sitio activo de la TrxR donde pueden reducir al sustrato.

Figura 1.13. Estructura de la tiorredoxina reductasa,TrxR mediante UCSF Chimera package.
Izquierda, dimero hTrxR1(gris) unido a hTex1(azul), FAD(amarillo) centro redox N-terminal
(rojo). Derecha, close-up de la superficie hTrxR1-hTrx1, estructura brazo C-terminal (verde).
Imagen obtenida de Nature Communications de Beckers y colaboradores.®

El sitio activo de TrxR mantiene la homeostasis redox de la célula cambiando su propio

estado de oxidacion; en la forma reducida de la TrxR, los residuos Cys497 y Sec498 se
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encuentran en sus formas tiol y selenol respectivamente, sin embargo, en su forma

oxidada estos residuos forman enlaces selenilsulfosidos.
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Figura 1.14. Izquierda, mecanismo redox de la TrxR. Derecha, close-up del enlace disulfuro
intermolecular entre residuos hTrxR1 y hTrx1. Imagen obtenida de Nature Communications
de Beckers y colaboradores.®

La reduccién de la TrxR constituye un proceso esencial en la vida de los mamiferos ya
qgue su forma reducida actia como un antioxidante y estd implicada en diversos
procesos redox vitales dentro de la célula. Hay estudios que demuestran que aquellos

ratones que sobreexpresan esta enzima son mas resistentes a la inflamacién.

El grupo selenol en la forma reducida de la TrxR se une facilmente a iones metalicos; el
grupo selenol es una base blanda siendo por tanto un excelente nucledfilo para el oro(l)
que es de los acidos mas blandos. La unidn del oro al residuo de selenocisteina
bloquearia la actividad de la TrxR, provocando un dano mitocondrial e impidiendo a la
TrxR mantener la homeostasis redox y provocando en ultima estancia la muerte celular.
La preferencia de unidn de los complejos de oro(l) a los grupos selenol frente a los
grupos tiol ha sido confirmada por diversos estudios en los que se realizaba una
comparacion de la inhibicidn de la TrxR frente a la glutationa reductasa (GR), una enzima
gue estructural y funcionalmente es muy similar a la TrxR pero que no posee un residuo
selenocisteina en su parte activa, encontrandose que la afinidad era mucho mayor para

la TrxR.

En muchas lineas celulares tumorales se ha encontrado una sobreexpresion de la TrxR,
por lo tanto, aquellos complejos cuya diana es esta proteina especificamente son

candidatos excelentes para farmacos anticancerigenos debido a la selectividad que
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presentan sobre células tumorales frente a células sanas. Es por todo ello por lo que los

compuestos basados en oro(l) han despertado gran interés el ultimo tiempo.

Inhibicién de TrxR
en Mitocondria

Oro /-

k)

TrxR controla las
especies reactivas

Inhibicién de TrxR de oxigeno capaces

en Citosol de producir apoptosis

Figura 1.15. Esquema de accion de los compuestos de oro(l).

1.2.2. Catalisis

Mientras que la quimica de coordinaciéon del oro ha sido estudiada e investigada
intensamente, la estrecha unién entre las aplicaciones quimicas y el oro se ha visto
resquebrajada en el desarrollo de reacciones de catdlisis. Por un lado, esto podria
deberse a la incorrecta suposicion de una baja actividad catalitica del oro debido a su
inercia en forma elemental, ya que el oro elemental Unicamente se disuelve en agua
regia o agentes oxidantes como el aire en presencia de ligandos fuertes como cianuros.
Y, por otro lado, otro de los motivos por los que el oro no ha sido tenido en cuenta como
potencial catalizador hasta la ultima década podria ser su alto valor asociado, que
llevaria a pensar que se trata de un catalizador inasequible. La etiqueta “oro” se sigue
utilizando aun hoy en dia como simbolo de exclusividad en muchos aspectos, pero no
debemos dejarnos llevar por esta falsa impresién, el oro es mas barato que otros
metales utilizados en catalisis a gran escala como rodio, paladio y platino. Hoy en dia,
ademas de seguir extrayéndose oro de minas, se reciclan toneladas de oro lo que ha
llevado a una estabilizacion de su precio, lo que sin duda supone una gran ventaja para
sus posibles usos industriales. Ademas, no debemos olvidar, que muchas veces el precio

de un catalizador no viene dado por el metal sino por el ligando organico.®*
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De los diferentes estados de oxidacion posibles para el oro, en presencia de sustratos
organicos Unicamente son estables: 0, +I y +lll; y en disolucién acuosa el oro(l)
desproporciona de forma espontanea a oro(lll) y oro(0). Se han investigado diferentes
procesos de intercambio de ligandos en catalisis con oro(l) y oro(lll); en ambos casos se
han descrito ejemplos a través de mecanismos asociativos, ademds se han llegado a
describir procesos cataliticos que presentan velocidades de reaccién mayores para

oro(lll) que para paladio o platino.®

Un aspecto muy importante que debemos tener en cuenta en catdlisis, es que la
inmensa mayoria de reacciones catalizadas por complejos de oro descritas toleran la
presencia tanto oxigeno como de protones &acidos,®*®” por lo que no es necesario

llevarlas a cabo en ausencia de aire ni humedad.

1.2.2.1. Catdlisis homogénea con oro(l) y oro(lll)

Desde el afo 2000, la catdlisis homogénea de oro se ha desarrollado en un sector
importante de la investigacion en catdlisis. Inicialmente, la investigacion se centrd
principalmente en el desarrollo de catalizadores y en el estudio de diferentes reacciones
cataliticas, pero posteriormente como era de esperar se desarrollaron sus estudios
mecanicistas rapidamente. La catalisis homogénea de oro ha visto incrementado su
desarrollo de manera exponencial, a comienzos de 2006 Unicamente se conocian
algunos pocos ejemplos® pero hoy en dia su uso ya forma parte intrinseca de muchos

procesos sintéticos.®

Los catalizadores de oro son en muchas ocasiones significativamente mas activos que
otros metales de transicién catalizando la misma reaccién.*® En catélisis homogénea, el
principal modo de actuacién del oro es la activacién de enlaces multiples C-C.%% 91,92,93,94
El Esquema 1.1 muestra el ciclo catalitico general para la activacidon de enlaces multiples

C-Cllevada a cabo por oro(l) y oro(lll) seguido de una adicién nucledfilica.
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K B

Esquema 1.1. Activacion de enlaces multiples C-C utilizando catalizadores de oro.

Inicialmente, se cree que el alqueno o alquino se coordina al catalizador de oro A
formandose el complejo oro-alquino/alqueno B, seguido de un ataque nucleofilico para
formar el complejo oro alquil/vinil C. El dGltimo paso conlleva la protodeauracién para

liberar asi el producto formado y regenerar el catalizador de oro A.
Oro(l)
Los ligandos mds utilizados para oro(l) son carbenos NHCs ya que se trata de buenos

dadores de electrones con propiedades electrdnicas y estéricas moldeables. °°

Activacion de

alquenos .
4 Reordenamiento de

ésteres propargilicos

Reacciones de Hidratacion
cicloisomerizacién de alquinos

R-N<_N-g

[Au]

Hidroaminacién

Hidrosililacion Reacciones de

Cross-Coupling

Figura 1.16. Diferentes reacciones de catalisis llevadas a cabo por NHC de oro(l).

Una caracteristica adicional de la catalisis con oro es la habilidad del oro de catalizar

reacciones que contengan azufre; normalmente los metales de transicién son
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incompatibles con el azufre ya que éste los envenena, el azufre se une de manera
demasiado fuerte al complejo catalizador de manera que impide su regeneraciéon
terminando asi con el ciclo catalitico. Un ejemplo seria la sintesis descrita en la Figura
1.17 de benzotiofeno, pieza clave en la sintesis de complejos bioldgicamente activos,

utilizando AuCl. %®

R'O W
R R
= 2 9%mol AuCl
R > R
)\ T2 amb, tolueno S/
S OR"

Figura 1.17. Sintesis de benzotiofeno catalizada por AuCl.®

La catélisis con oro también es conocida para reacciones de ciclopropanacion;®”%8 un

ejemplo de ello seria la ciclopropanacién catalizada por oro(l) entre cicloocteno y etil

diazoacetato (EDA).

(@] 5 %mol [Au]
5 %mol NaBArF
O
2
(AUl i-Pr N/_—‘\N i-Pr
g
i-Pr T i';©
Au
L

Figura 1.18. Reaccidn de ciclopropanacion entre ciclooctano y EDA catalizado por un complejo
NHC de oro(l).%®

oro(ll)

La utilizacion de complejos organometadlicos de oro(lll) esta ganando cada vez mas
interés en el Ultimo tiempo; especialmente en el campo de ciclaciones
intramoleculares.®® La mayoria de los ejemplos estudiados de procesos cataliticos con
oro(lll) hacen referencia al tetracloroaurato, bien en su forma acida (HAuCls) o bien en
su forma de sal (NaAuCls; o KAuClg);**°° otro compuesto similar de oro(lll) también
ampliamente usado es el AuBrs.”® Esta limitada diversidad de catalizadores de oro(lll)
estudiados podria deberse al escaso desarrollo de métodos sintéticos para obtener

complejos organometalicos de oro(lll). En los ultimos afios se han descrito bastantes
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ejemplos de complejos de oro con ligandos NHC, la mayoria de ellos de oro(l), pero

oxidables a oro(lll) mediante la adicién entre otros de cloro y/o bromo.

Como acabamos de mencionar, la mayoria de investigaciones publicadas sobre catalisis
con oro(lll) utilizan tetracloroauratos comerciales. El acido tetraclorodurico puede
actuar tanto como un acido prético cémo como un acido de Lewis en catalisis, ya que
puede disociarse en H* y AuCls” pero también en HCl y AuCls. El AuCls se suele utilizar en
reacciones que requieran condiciones de reaccidn mas suaves, ya que no se trata de un
acido muy fuerte; se utiliza por ejemplo en halogenacién de arenos en lugar de otros
acidos de Lewis fuertes como FeCls, BF; o AlCl; obteniéndose mejores rendimientos y
también en inserciones de nitrenos en enlaces C-H aromaticos o benzilicos para obtener
anilinas o benzilamidas.*”®

El AuCls se emplea en muchos casos para activar alenos, alquinos y alquenos, un ejemplo

100

seria la cicloisomerizacion de propargilcetona'®mostrada en la Figura 1.19.

O

M“—Et o1wmolaucl, Et__ O~ Et
= AV

— CH3CN, T2 amb

Figura 1.19 reaccion de cicloisomerizacion de propargilcetona catalizada por AuCls 1%

Se conocen también diversos ejemplos de reacciones cataliticas en las que se han
empleado aductos del tipo LAuCls con fosfinas como ligandos; Unicamente se conocen
un par de casos en los que el LAuBr3; sea mejor catalizador que el comunmente utilizado

LAuCl3.%

1.2.2.2. Catalisis asimétrica

La primera década del s. XXI el campo de la catalisis homogénea con oro vivié un gran
auge, se descubrieron nuevas reactividades y mecanismos de reaccion, ademads de un
gran nimero de nuevos ligandos y catalizadores de oro.1%! Desde 2004 se han publicado
mas de cincuenta articulos de revision acerca de catdlisis homogénea con oro, sin
embargo, sélo unos pocos estdn centrados en catalisis asimétrica con oro. Las
dificultades en el desarrollo de transformaciones asimétricas con catalizadores de oro

quirales podria ser debida a la coordinacién lineal favorecida para el oro(l),}%? esta
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constriccién geométrica generalmente coloca el ligando quiral L* y el sustrato en las
caras opuestas del centro metdlico, lo que hace que el sustrato sea desplazado de la

atmosfera quiral (Figura 1.20).

Coordinaciéon €ON geometria lineal
Adicién por esfera externa

E O

=

Figura 1.20. Modo de coordinacion del oro en catalisis
Sin embargo, se han implementado diferentes sistemas para el desarrollo de reacciones
de catalisis homogénea asimétrica catalizadas por oro; una de las estrategias mas
extendidas es el uso de complejos bimetalicos de oro con ligandos bisfosfina,'® se
desconoce si los contactos aurofilicos juegan un papel fundamental en la induccién

asimétrica, pero lo que esta claro es que el segundo centro fosfinico de oro es esencial

para la enantioselectividad e induccién quiral.

~
| BINAP (Ar = Ph)
PAr; tol-binap (Ar = p-tolyl) MeO
PAr, 3,5-xylyl-binap MeO,,‘
28l (Ar = 3,5-CgHMey)
S

cL,

OMe Ph
PPh, [
F‘/\‘“/P

Ph,P” ~PPh, MeQ

MeQ. PPh, . D
dppm PR meo
Cl
(R)-CIMeOBIPHEP (S,S)-DIPAMP (R)-Cy-SEGPHOS

Figura 1.21. Ligandos bisfosfina y aniones empleados en catalisis enantioselectiva de oro(l).1%

Otra estrategia estad basada en el uso de ligandos monodentados de amiduros de fosfitos

descrita por Mascarefias y colaboradores. Estos ligandos son faciles de obtener con
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impedimentos estéricos modulables y han sido utilizados en varias reacciones

cataliticas, sobretodo en cicloadiciones intramoleculares de alenodienos.

R
)\R [LAuCI] 5 %mol

/\/” AgSbFs 5 %mol

CH,Cl,, -15°C
\_/

OO O -1Ph R
99 -

104

T O
py)

TN

I

Figura 1.22. Cicloadiciones [4+2] enantioselecitvas cartalizadas por oro descritas por

Mascarefas y colaboradores.%

Hasta ahora se ha comentado la utilizacion de ligandos quirales unidos a oro para

controlar la enantioselectividad. Una alternativa muy interesante es la transferencia de

quiralidad desde el sustrato al producto y para ello el uso de alenos, con quiralidad axial

intrinseca, o alcoholes propargilicos quirales ha sido estudiado como una estrategia

alternativa en la catdlisis asimétrica de oro. %

R3

)\gR“ AuCl; 10%mol
RL ( H CH,Cl,

R2

: COzEt [PPhsAuCI] 5 %mol

; AgBF4 5 %mol
n
Bu., ( T2 amb, tolueno

Figura 1.23. Cicloisomerizacion de alenil carbinoles con transferencia de quiralidad catalizada

por oro. 1%
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1.3. Objetivos

La introduccién realizada resume brevemente la historia del oro en medicina desde la
antigliedad hasta hoy en dia, y explica los posibles mecanismos de accion de los
complejos usados actualmente en terapias, ademads de plantear posibles aplicaciones
futuras que presentan los complejos metalicos de oro, no solo frente a tumores, sino

también frente a otras enfermedades como la artritis reumatoide.

Con este trabajo nuestra intencidn es poder contribuir a la sintesis de nuevos complejos
de estos metales con actividad farmacoldgica, ademas de intentar arrojar mayor
conocimiento sobre el comportamiento de los compuestos de oro en condiciones
bioldgicas. Nuestra intencidn es sintetizar nuevos complejos que presenten una mayor
selectividad y una mayor actividad a menores concentraciones, minimizando asi los
efectos secundarios no deseados, que, en algunos casos, llevan a la interrupcion de la

terapia.

Como hemos expuesto anteriormente, encontrar una relacién clara entre actividad y
estructura del complejo es una tarea muy dificil, pero si que se ha demostrado la
actividad citotdxica de complejos de oro con ligandos fosfinas y tiolatos, resultando ser
compuestos efectivos pero que conllevan algunos efectos secundarios. Los mecanismos
de accién de los complejos de oro(l) y oro(lll) son todavia poco conocidos vy la

transformacién de estos una vez dentro del organismo sigue siendo desconocido.

Es por todo ello por lo que nos planteamos el trabajo con ligandos tiolato, carbeno y
fosfonio, que parecen mostrar una buena actividad citotdxica; pensando en minimizar
los efectos secundarios, es decir, provocar el menor impacto posible dentro del
organismo, intentado introducir agentes que sean lo mas biolégicamente compatibles.
De esta forma, hemos utilizado para la sintesis de los complejos tiolatos basados en
bases puricas y pirimidinicas del ADN y derivados de azucares, que presentan una buena

internalizacidn y distribucidn celular.

Por otro lado, decidimos estudiar los procesos multicomponente (MCR) debido a su
importancia en el desarrollo de nuevos farmacos, asi como a su eficiencia atémica. 1
107 Nos centrarnos en la formacion de propargilaminas, que constituyen bloques de

construccion muy versatiles para la sintesis de precursores de farmacos, a través de un
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procedimiento de acoplamiento de tres componentes, comunmente llamada reaccién
de acoplamiento A3. 10819 Tgmbién decidimos estudiar también nuevos
procedimientos sintéticos para obtener indolicinas, uno de los esqueletos heterociclicos
N-fusionados mas importantes que se encuentran en una variedad de compuestos
biolégicos activos. Las indolicinas muestran un amplio espectro de potenciales
actividades farmacolégicas y se utilizan en una variedad de aplicaciones para el
descubrimiento de farmacos. 110,111,112

Teniendo en cuenta todo esto, planeamos utilizar como catalizadores los complejos
diaminocarbeno aciclicos de oro(l) en reacciones de acoplamiento A3 para la sintesis de

propargilaminas e indolicinas.

Los objetivos concretos planteados en este trabajo son:

1. Sintesis de diferentes complejos de oro(l) con ligandos aminocarbeno aciclicos (ADC)
quirales y no quirales.

2. Estudio de su actividad catalitica en reacciones multicomponente para la obtencién
de propargilaminas e indolicinas.

3. Preparacion de compuestos de oro con ligandos ADC y distintos ligandos auxiliares
como tiolatos, ditiocarbamatos y alquinos.

4. Estudio de la actividad antitumoral de estos compuestos de oro con ligandos ADC en
diferentes lineas tumorales y estudio de su posible mecanismo de actuacidn.

5. Sintesis de complejos de oro y plata con carbenos N-heterociclicos sustituidos con
grupos fosfonio.

6. Estudio de la actividad citotoxica de los complejos de oro y plata

7. Preparacién de compuestos de oro con ligandos NHC sustituidos por grupos triazol,

obtenidos mediante reacciones clic.
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2.1. Introduccion

2.1.1. Caracteristicas de los carbenos

Los carbenos son compuestos neutros derivados de un carbono divalente, unidos a dos
grupos adyacentes mediante enlaces covalentes, que poseen sélo seis electrones en su
capa de valencia y un par de electrones no enlazante. Durante mucho tiempo se les
considero especies transitorias muy reactivas, hasta que consiguieron aislarse y
caracterizarse por completo.?%3

Para lograr formar compuestos estables con carbenos una opcién es la coordinacién a
metales de transicion. Pueden presentar gran variedad de geometrias y estados de
espin.

Un carbeno libre puede encontrarse de dos formas en su estado fundamental segun su
espin: estado singlete (cuando los dos electrones no enlazantes se encuentran en el
mismo orbital con espines antiparalelos) o estado triplete (cuando los dos electrones no

enlazantes se encuentran en orbitales distintos con espines paralelos).*

Orbital p vacio

¥ \\\
-

Un electrén en &
cada orbital p y sp?

Orbital sp? antienlazante lleno

triplete singlete

Figura 2.1. Estados triplete y singlete en carbenos libres.

Sin embargo, atendiendo al tipo de hibridacion del carbeno podriamos hacer dos
grandes clasificaciones: hibridaciones sp darian lugar a especies lineales, mientras que
hibridaciones sp? darian lugar a especies angulares.

La alta reactividad de los carbenos se encuentra muy influenciada por las propiedades
gue presenten sus sustituyentes, que modularan la energia relativa de los estados
singlete y triplete. En general, si se tienen sustituyentes dadores de electrones, éstos
estabilizan el estado singlete mas que al triplete por la deslocalizacion de un par de

electrones en el orbital p vacio. Por lo tanto, los carbenos de tipo singlete angulares se
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estabilizan por grupos fuertemente electronegativos y dadores de densidad electrénica®
(-NRgz, -OR, -SR...); mientras que los carbenos singlete lineales se veran estabilizados por
un sustituyente n-dador y otro m—aceptor (PR, SiR3). Por otro lado, los carbenos en

estado triplete se ven estabilizados por ligandos muy voluminosos>® (Figura 2.2).

hibridacién-sp? hibridacion-sp
N
. P9 |
I ah R’ R R R R
: g 0
T

singlete triplete

Figura 2.2. Estructura electrénica de los carbenos.

2.1.2. Tipos de carbenos

Ademas de la estabilizacidon aportada por los sustituyentes, los carbenos también se
pueden estabilizar mediante la formacién de complejos con metales de transicién.” La
union entre estas dos especies se debe a que el metal posee orbitales ocupados vy
vacantes que pueden interaccionar con uno de los orbitales moleculares frontera del
carbeno, ya sea el HOMO para el caso de los carbenos nucleofilicos, donacién o por lo
general el estado triplete, o el LUMO para el caso de los carbenos electrofilicos,
retrodonacién m por lo general el estado singlete,® este complejo se denomina metal-

carbeno? (Figura 2.3).

&

DO@Q C E;RW N M—D Oc"\\\R1
0 ™. d O O‘Rz

Figura 2.3. Retrodonacion desde un orbital d ocupado del metal hacia el LUMO del carbeno.

La sinergia entre estas dos especies es casi perfecta, ya que el metal posee orbitales
ocupados y vacantes con simetria idonea para interaccionar con los orbitales frontera
de los carbenos. Se han descrito gran cantidad de complejos organometalicos con

diferentes metales y estados de oxidacidn que presentan caracteristicas muy variadas.®®
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Esta unién directa del metal con el ligando tiene consecuencias estructurales en el
carbeno alterando especialmente los angulos de enlace alrededor del atomo de
carbono.® Para los carbenos estabilizados por grupos electro-dadores, como los
diamino-carbenos vy los dialcoxi-carbenos, los cuales forman un pequefio dngulo de
enlace en el carbono central,'%*! se favorece la formacién de un enlace muy estable y
fuerte con el metal. Por el contrario, los carbenos alquilidenos y los del tipo triplete
amplian el angulo de enlace y tienden a ser lineales, por lo que no se favorece la unién
al metal, ya que cualquier cambio de conformacidn para reducir su dngulo de valencia
es desfavorable energéticamente,® en consecuencia evitan formar el enlace metal —
carbeno, o se forma un enlace muy débil.®

Como consecuencia de sus consideraciones geométricas y electrénicas los complejos
metal-carbeno se pueden dividir en varios grupos donde se resalta la capacidad del
metal de aceptar los electrones o que vienen del carbeno y de la retrodonacién mt del
metal de su orbital d al orbital p vacio del carbeno. Tradicionalmente, los carbenos

metdlicos se han dividido en dos grandes grupos, de tipo Fischer!? o de tipo Schrock®3

(Figura 2.4).
Carbeno Tipo Fischer-Pettit Carbeno Tipo Schrock
e
L o
= SENCT QI <R
Metal
Metal Carbeno Carbeno

Figura 2.4. Enlace metal-carbeno.

Los carbenos de tipo Fischer,'* en los que el carbeno se encuentra estabilizado por
heteroatomos con pares de electrones libres (oxigeno, nitrégeno o azufre) o por grupos
arilo, tienen cardcter electrofilico en el &tomo de carbono, por lo que son susceptibles
de ataque por nucledfilos, siendo buenos aceptores o y pobres retrodonadores 1. Esto
se debe a que para los carbenos de tipo Fisher, el orbital ocupado de maxima energia
(HOMO) se encuentra centrado en el metal y por lo tanto el orbital desocupado de mds
baja energia (LUMO) se localiza en el carbono, de ahi su electrofilia.

Este tipo de carbenos suele formar enlaces con metales en bajo estado de oxidacidn

(ricos en electrones), como los d®, que son sistemas de 18 electrones. En los carbenos
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tipo Fisher tiene lugar una doble donacidn electrdnica ligando-metal y metal-ligando
gue involucra la donacidon desde el orbital o del carbeno en estado singlete y la
retrodonacion desde un orbital d ocupado del metal al orbital p vacante.

Los carbenos de tipo Schrock,'* en los que el carbono del carbeno se encuentra
estabilizado por grupos hidrégeno o alquilo, tienen caracter nucleofilico en el atomo de
carbono, por lo que son susceptibles de ataque por electréfilos, siendo buenos
aceptores o y buenos retrodonadores 1. Esto se debe a que para los carbenos de tipo
Schrock el orbital HOMO se encuentra situado en el carbono, proporcionandole dicho
caracter nucledfilico. Este tipo de carbenos suele formar enlaces con metales en alto
estado de oxidacion, deficientes en electrones, como los d? o d*°, que son sistemas de

16 o 14 electrones, respectivamente (Figura 2.5).

D{ nd metal D{
2p carbeno 2p carbeno
|
LUMO centrado en el carbeno HOMO centrado en el carbeno
carbeno electréfilo carbeno nucledfilo

Figura 2.5. Distribucion electrénica en el enlace metal-carbeno.®

Como ya hemos comentado, la mayor diferencia de reactividad entre ambos tipos de
carbenos se encuentra en el carbono carbénico. El diagrama de orbitales es similar para
ambos tipos de carbeno, produciéndose una donacion o del carbeno al metal y
retrodonacion it de los orbitales “d” del metal al “2p” del carbono del carbeno. No se
debe olvidar que el comportamiento de los complejos carbeno depende también en
gran medida de las propiedades electrdnicas del fragmento metadlico, en particular de la
capacidad del metal para aceptar electrones o del carbeno, y su capacidad para
“

retrodonar al orbital vacio de tipo “p”. Como hemos comentado brevemente en el

parrafo anterior, en los carbenos de Fischer la diferencia de energias relativas de los
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orbitales “nd” del metal y “2p” del carbeno es grande, por lo que el solapamiento que

se produce es débil, con una retrodonacién desde el metal al carbono del C=N poco

eficiente. Por tanto, éste posee cierta deficiencia de carga que le hace susceptible de

ataque nucleofilico.

Por el contrario, los carbenos de Schrock tienen los orbitales “nd” mas altos en energia,

lo que permite un solapamiento fuerte con los orbitales “2p”. La eficacia de la
w

retrodonacion del metal al carbono polariza el enlace “p” en la direccién M+-C-, asi el

carbono adquiere propiedades nucleofilicas.

2.1.3. Carbenos N-aciclicos de oro(l)

Hasta hace unos treinta afios la atencidn prestada hacia los complejos de oro como
catalizadores era muy escasa, por suerte hoy en dia ya son reconocidos como
compuestos muy activos en muchas transformaciones organicas. Se han llevado a cabo
numerosas investigaciones de complejos de oro con ligandos de fosfina, aunque en los
ultimos afios los ligandos carbeno N-heterociclicos (NHC) han despertado gran atencién,
debido a que presentan la ventaja frente a las fosfinas de no ser propensos a la
oxidacién. En la ultima década, Bertrand y colaboradores han utilizado con éxito
complejos catidnicos de oro(l) con ciclos de cinco miembros con ligandos alquil-amino-

carbeno (CAAC) como catalizadores en algunas transformaciones organicas.®

A los catalizadores NHC de oro(l) ampliamente utilizados y a los CAAC mucho menos
explotados, se agregaron en las Ultimas décadas otros dos tipos carbenos, los llamados
complejos heterociclicos unidos por hidrégeno (HBHC)®17 y los complejos aciclicos de

nitrégeno (NAC).8

RS

R! Rl R
N ‘N
ClAu
_<§\1] ClAau” Tps
i R
NHC CAAC

NHR

@ NHR NHR
CIAUA% Clau—(( | c|Au4§(le

HBHC NAC NAC
Figura 2.6. Tipos de carbenos de oro(l).
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Podemos definir carbeno N-aciclico (NAC) como aquel carbeno en el que el 4tomo de
carbono no esta contenido en un anillo; el primer carbeno N-aciclico (NAC) de oro fue
preparado por Bonatiy Minghetti en 1971'° (Figura 2.7), mediante la adicién de metanol
a un complejo cloro-isocianuro de oro que dio lugar a un derivado carbeno con
nitrégeno y oxigeno como atomos vecinos del carbono del carbeno. Dos afios mas tarde,
en 1973, los mismos autores describieron la sintesis de los primeros carbenos N-aciclicos

de oro, obtenidos por adicién de aminas primarias a cloro-isocianuros de oro. %

OMe

CI—Au~<’—
HN‘@Me

Figura 2.7. Primer NAC de oro(l), sintetizado por Bonati y Minghetti.%?

La facil sintesis de complejos metalicos NAC por ataque nucleofilico simple de aminas a
complejos de isocianuro de oro (I) (incluso de isocianuros y aminas comerciales) hace
que los carbenos N-aciclicos sean una opcidon mas conveniente frente a los carbenos N-
heterociclicos a la hora de sintetizar catalizadores de oro facilmente ajustables en sus

caracteristicas electrdnicas y estéricas.??

R' R"NH HR

N
CIAu—<(

NR'R"

CIAu—C=N-R

Figura 2.8. Adicion de aminas primarias a cloroisocianuros de oro(l) para la obtencidn de
NAC.%

2.1.3.1. Catadlisis Homogénea con carbenos NAC de oro (I)
Los primeros ejemplos de carbenos aciclicos de oro(l) datan de la década de los setenta??
pero no fue hasta hace una década que aumento considerablemente el interés por este

tipo de derivados, ya que mostraban una interesante actividad catalitica en diversos

tipos de reacciones.
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i :/ S
\/\ m
C
X,
_ N \
E = NCbz,0 1@
Ligandos Utiles para R’
transformaciones organicas
R catalizadas por NAC de oro(l) R

Figura 2.9. Ejemplos de algunas transformaciones orgdnicas llevadas a cabo por complejos
NAC de oro(l).®®

Entre otros, Echavarren,'’ Espinet!8iError! Marcador no definido. \, Hashmi23 han preparado
complejos carbeno N-aciclicos de oro(l) a partir de aminas e isocianuros con un amplio
rango de sustituyentes aromaticos y alquilicos, que han mostrado alta actividad

catalitica en distintos tipos de reacciones organicas.

Exo-hidroaminacién de N-alenil carbamato:

NHCbz bz
Ph 5 %mol [Au]
_—
) A\ dioxano, 25 °C PhM
P
AN

Hidroalquilacié" intramolecular del 2,2-difenil-4,5-hexadienol:

OH
Ph7</\ e 25 ) ’ | "
—_——— +
tolueno, 25 °C Phﬁ/\)\\ Phg
P N\ p \

N\ PH

Hidroarilacion de acido aceticarboxilico éster:

COzEt COzEt
CO,Et
N 2= 1.5 %mol 1.5 %mol [Au]
|‘| "MeNO,, 60°C
CO,Et

[Au]:
" g
ClAu Tf,NA
he”

Et,

Figura 2.10. Diversas reacciones catalizadas por complejos carbeno N-aciclicos de oro(l)
preparados por Espinet y colaboradores.®
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Los compuestos con aminocarbenos aciclicos muestran interesantes caracteristicas ya
que se pueden coordinar a una gran variedad de sustratos, asi como a sustituyentes muy
voluminosos. Esto es debido por un lado al amplio angulo N-Ccarbeno-N y por otro a la
flexibilidad conformacional inherente de estos NACs. Es por todo ello por lo que los NACs
ofrecen caracteristicas estructurales y electrdnicas, que son significativamente
diferentes a las proporcionadas por los conocidos NHCs, tan utilizados en catélisis

homogénea hasta ahora.?*

* Excepcional capacidad dadora
* Flexibilidad conformacional
Volumen estérico cerca del metal

i Nuevas oportunidades en catalisis

Figura 2.11. Caracteristicas de los carbenos NACs.%

Y Y Y 'Bu

T YN e jj

iPr 'Pr

{
N N« iPh,t
Pre ipr- \:/Slth Bu

Figura 2.12. Tipos de NACs estables y ejemplos representativos. 2*

En los ultimos tiempos la quimica del oro esta atrayendo el interés de muchos grupos
de investigacion debido a las propiedades presentadas por sus complejos que cubren

diferentes areas de investigacién, como la medicina como agentes anticancerigenos,

25,26,27,28,29,30,31, 32,33, 34 o |3 quimica de los materiales por sus propiedades 6pticas,3° 3¢

37 0 en catélisis, ya que el oro es capaz de promover varias transformaciones

orgdnicas.383% 40, 41,42,43,44,454647  En este campo, los carbenos N-heterociclicos
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(NHCs)*®4° pueden considerarse un tipo de ligandos muy eficientes en compuestos de
oro con aplicaciones en catilisis,”®>! medicina®>>3y materiales dpticos.>* Sin embargo,
algunos de estos NHCs todavia presentan algunos inconvenientes, como su limitaciéon
estérica a la hora de incorporarles sustituyentes o la inestabilidad en su preparacion.
Hoy en dia, los diaminocarbenos aciclicos (ADC) se han convertido en una alternativa
prometedora a los NHC para las transformaciones organicas catalizadas por metales de
transicion.>®> Los ADC estan libres de algunas desventajas que en los carbenos N-
heterociclicos estan presentes, como su preparacién, que es muy dificil cuando los NHC
estan sustituidos asimétricamente o son quirales, o cuando se utilizan ligandos con gran
impedimento estérico. Cabe destacar que los complejos diaminocarbeno aciclicos de
oro (1) han recibido menos atencién en comparacion con sus analogos ciclicos. Por lo
tanto, la busqueda de nuevos ejemplos interesantes sigue siendo una desafiante area
abierta de investigacion.?*>®

La conjuncion de carbenos y metales de transicion es un excelente tdandem para el
desarrollo de catalizadores eficaces. Las interacciones metal-carbeno son muy variadas,
y dependen tanto de los sustituyentes del carbeno, sobre todo si son heterodtomos,
como de la densidad electrénica y estado de oxidacion del metal. La estabilizaciéon
aportada por el metal al carbeno modula la electrofilia del mismo, determinando a su
vez la estabilidad, y con ello la actividad catalitica. Este diferente comportamiento
convierte a los carbenos metalicos en excelentes catalizadores para una serie de
transformaciones, entre las que se incluyen: reacciones de insercion C-H,
cicloisomerizacion de eninos®’, polimerizacion de olefinas, o activacion de ésteres

propargilicos, entre otras.>®

Cicloisomerizacion de eninos

=
[Au], AgSbFe ZT( + Zij/\( . TN
\/\( CH,Cl,, T2 amb =

NHR
CIAu—<$\l -
2

[Au]:

R = p-CgHsCOOH, p-CeH4COOEL,
B, p-Tol,xilil.

Figura 2.13. Reacciones de cicloisomerizacidn catalizadas por NACs de oro(l). >’
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La facilidad de modulacidn, tanto de los sustituyentes del carbeno como de los ligandos
del metal, abre nuevas oportunidades de mejora para reacciones ya estudiadas, y para
el descubrimiento de otras nuevas. La aplicacion de los NACs en reacciones catalizadas
por oro parece ser muy amplia. Esta catalisis no se ve entorpecida por la presencia de
los enlaces N-H del carbeno como se pensaba en un principio, lo que unido a la
flexibilidad que poseen en cuanto a la modificacion de los sustituyentes, los convierte

en idéneos y una buena alternativa para catalisis frente a los NHCs.
2.1.3.2. Aplicaciones bioldgicas de carbenos NAC de oro (I)

Es conocido que los carbenos N-heterociclicos coordinados con oro presentan una alta
actividad citotdxica frente a diferentes lineas tumorales.>>®° Sin embargo, a pesar de la
poca atencién prestada a los carbenos NAC-oro(l) como agentes antitumorales, son
varios los grupos de investigacion que recientemente han llevado a cabo estudios
citotoxicos de dichos compuestos en diferentes lineas celulares. Entre ellos cabe
destacar el trabajo de Bochmann, Bertrand y colaboradores en 2017, en dicho estudio
midieron la actividad citotéxica de diversos carbenos N-aciclicos de metales del grupo
11 frente a las lineas celulares A-549, carcinoma pulmonar, HL 60, leucemia, y MCF-7,
cancer de mama,®! a pesar de no obtener resultados muy alentadores.

Recientemente el grupo de Gimeno y colaboradores llevé a cabo diferentes estudios de
citotoxicidad de complejos NAC-oro(l) y oro(lll) frente a diferentes lineas tumorales:
Jurkat, linfocitos T, MiaPaca2, linea celular de cancer de pdncreas humano, A549,

carcinoma pulmonar; obteniéndose excelentes resultados. %2

H —I oTf
H 2
HN—C2 7 N\ HN—-C Q

— PhsP-Au—( N=

Cl-Au—!
_<NHR NHR
R = Cy (a), 2-natftil (p), xilil (c) R = cy (f), 2-naftil (g), Xilil (h)
AN H2 +
N S-Au<\ N= Y
. N
_<NHR N
) . CeFs N
R = 2-naftil (g, xilil (e) H, ©

Figura 2.14. Diversos complejos NAC-oro(l) cuya actividad bioldgica fue estudiada en las lineas
celulares Jurkat, MiaPaca2 y A549.°?
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cl
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Figura 2.15. Variacién de la actividad bioldgica para complejos NAC-oro(l) con diferentes
sustituyentes cloruro, tiolato y fosfina.®?

Se han desarrollado numerosos complejos de oro(l) con ligandos fosfina y tiolato que
han mostrado actividad antitumoral,®®®4%> ademds los carbenos NAC poseen una
capacidad dadora semejante a las de las fosfinas, por lo que podemos esperar un
comportamiento similar siendo los complejos NAC-oro(l) buenos candidatos para ser

utilizados como agentes antitumorales.

Uno de los objetivos que nos hemos marcado es la sintesis de cloro derivados de oro(l)
con ligandos carbeno N-aciclicos, la sustitucién de estos ligandos cloro por grupos tiolato

y la investigacion de la actividad citotdxica de ambos tipos de derivados.

Con el objetivo de obtener derivados de oro(l) con actividad catalitica y citotéxica en

este capitulo se llevaron a cabo los siguientes puntos:

e Preparacion de distintas familias de carbenos N-aciclicos de oro(l), a partir de los

precursores isocianuro correspondientes, previamente sintetizados.
e Sintesis y caracterizacion de tiolato-carbenos de oro(l).

e Estudio de las propiedades cataliticas de cuatro carbenos de oro(l) en distintas

reacciones organicas.

e Estudio de las propiedades bioldgicas de una seleccion de los compuestos

preparados, mediante la medida del ICso, en distintas lineas celulares tumorales.
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2. 2. Sintesis de compuestos de oro con ligandos diamino carbeno

aciclicos (ADC)

La sintesis comun de diamino carbenos metalicos aciclicos se basa en el ataque
nucledfilo de una amina sobre un complejo metalico de isocianuro. Este procedimiento
no es sencillo para todas las aminas, y en algunos casos como por ejemplo con grupos

arilo o aminas menos activadas, la reaccion no funciona.®®

Los isocianuro complejos de partida 1y 2, ya conocidos,®’ se han preparado por reaccién
de [AuCltht] con el correspondiente isocianuro, [AuCI(CNR)] R= Cy (1), ‘Bu (2). Se ha
empleado la mezcla racémica trans (%) -1,2-ciclohexanodiamina, para la sintesis de los
diaminocarbenos aciclicos de oro 3 y 4 usando los isocianuros complejos 1y 2 a través
de la reaccion representada en el Esquema 2.1, dando lugar a muy buenos rendimientos
en ambos casos. Se produce un ataque nucleofilico del NH, de la 1,2-
ciclohexanodiamina al carbono del isocianuro que es deficiente en electrones, por lo
gue actua como centro electrofilico, para formar el aminocarbeno correspondiente. A

continuacion, se produce la migracion del H de la amina sustituida al N del carbeno.

NH,

@NNHZ
+ RHN
) y H,

A =-NH
[AUCI(CNR)] AJ*

CH,Cl, ’
R=cy @ Taamb,24h  Cl
R='Bu (2 R = cy (3) 87% Rdto

R ='Bu (4) 73% Rdto

Esquema 2.1. Sintesis de los diaminocarbenos aciclicos de oro 3y 4.

Cabe destacar que los complejos mononucleares también se obtienen incluso en el caso
de que se use una relacién molar de 2:1; esto es debido probablemente a que la alta
insolubilidad de los compuestos 3 y 4 en diclorometano constituye la fuerza impulsora
para producir Unicamente las especies mononucleares. Los complejos 3 y 4 son ademas

poco solubles en otros disolventes organicos comunes.

Debido al caracter multiple que presenta el enlace C-N del carbeno en este tipo de

complejos, se produce una restriccion importante a la rotacién, dando lugar a
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estereoisomeros o rotameros. En la Figura 2.7 se recogen los diferentes posibles

rotdmeros para complejos obtenidos a partir de aminas primarias.?

H H H R?
N it
RIS TOR? RIS H
LT ="0
& &
syn,syn syn,anti
Rt H Rt R?
| ! | !

N N+
H- ~~ “R2 H- ~* "H
LT ="0
|
Cl él
anti,syn anti,anti

Figura 2.16. Diferentes conformaciones estructurales para diaminocarbenos aciclicos ADC.

Debido a esta falta de rotacién, el complejo 3 muestra un espectro de *H RMN en CD30D
muy complicado. Las sefiales de los protones -CH; en el anillo de ciclohexilo aparecen
como multipletes. Se puede observar en el drea menos congestionada, para los protones
—CH correspondientes al anillo ciclohexilo, tres rotdmeros diferentes, dos de los cuales
aparecen en mayor proporcion (Figura 2.17). En el espectro de 3C APT RMN se observan
dos senales con diferentes intensidades para los atomos de carbono del carbeno, a
191.0 y 190.9 ppm, que corresponden probablemente a los dos rotameros principales

(Figura 2.18).

Q)

CHz,c',-

515049 43 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1817 16 15 14 13 12 1
1 (ppm)

Figura 2.17. *H RMN en CD30D del compuesto 3.
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Figura 2.18. 3C RMN en CD30D del compuesto 3.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de proton realizado en CD30D no se
aprecian las sefiales correspondientes a los NH debido a que se produce un intercambio

con el disolvente.

Es conocido que realizando un cambio de disolvente (disolventes con diferente
polaridad) o elevando la temperatura, la proporcion relativa de los isémeros puede
variar, ya que se logran superar las barreras de energia de rotacion que llevan asociadas
las restricciones conformacionales existentes en la molécula.®® %70 Por ello, se realizé el
espectro de 'H RMN a alta temperatura en de-DMSO (Figura 2.19). Al utilizar de-DMSO
como disolvente, el espectro se hace algo mas complicado, ya que no se produce el
intercambio de los protones de los -NH con el disolvente y podemos observar las
diferentes sefales correspondientes a los diferentes rotdmeros. El aumento de la
temperatura (377 K) logré provocar una mayor coalescencia, muy bien representada por
las sefales de los NH, que aparecen como una Unica banda ancha solapada, mientras

que a 298 K aparecian cuatro sefiales bien definidas.
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N MMMWWW

rHb A A AT

387K

i T————, WWWMMWMWW

g “
bt oMy o
37K

me W“l‘n

i A, Ll

WMMM“’WN{WNM‘MWM'WNWWWW‘WWWWW”MN W e MWW“W MWMMWWWMW
Ao )

M

. L T
A VAW Nt by, it

Yo TN B A U i Mg d Mo e T A N N

iy

208K

I i W TN Lk L IR

8.1 80 7.9 7.8 7.7 7.6 7

a9 o8 a7 a6 5 a4 83 82
1 (ppm)

Figura 2. 19. *H RMN compuesto 3 a temperatura variable en de-DMSO.

En la Figura 2.19 podemos observar como las diferentes seiales correspondientes a los
NH convergen en una Unica sefial ancha a 377 K, lo que corrobora nuestra propuesta: al

aumentar la temperatura se produce la coalescencia de los diferentes rotameros.

Los espectros de masas MALDI muestran el pico catidnico que surge de la pérdida del

ligando cloro para el complejo 3 con una relacion m/z = 420.1759 [M-CI]* (100%).

Ademas, los datos de andlisis elemental de este complejo también concuerdan con la
formulacion propuesta. En el espectro de infrarrojo del complejo 3 se observa la
desaparicion de la banda C=N del isocianuro de partida y la consiguiente aparicion de la
banda C=N a 1600 cm, debida al compuesto sintetizado. También se observa la
vibracion caracteristica L(Au-Cl) a 310 cm™, que varia considerablemente respecto del
isocianuro de partida, en el que aparecia a 354 cm™y las tres bandas v(N-H) en el rango
de 2600-3000 cm™ (3068, 2923 y 2854 cm™). En los carbenos la banda v(Au-Cl) suele
desplazarse a valores en torno a 310 cm™, a diferencia de los isocianuros para los que
dicha banda se suele encontrar en torno a 350 cm™, esto muestra la mayor capacidad

o-dadora de los carbenos frente a los isocianuros.

El espectro de 'H RMN del complejo 4 realizado en metanol-ds muestra las sefiales
esperadas para un solo rotamero, sefales correspondientes al anillo de ciclohexil, dos

multipletes para los protones -CH, cuatro multipletes para los protones -CH;-, y un
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singlete para los protones de terc-butilo. Los protones correspondientes a la amina no

se observan ya que se intercambian con el deuterio del disolvente (Figura 2.11).

'BUHN, & T,
)=NH NH Bu,CH,
A/u
cl 4

:: |1 I‘
g 'ldm,l
JUVW 0

11 fppm)

Figura 2.20. *H RMN en CD30D del compuesto 4.

En el espectro de '3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, y se
corrobora la inequivalencia de todos los carbonos en el anillo de ciclohexilo, lo que
indica que soélo uno de los atomos de oro ha formado el carbeno acicliclo. La resonancia
debida al atomo de carbono carbeno aparece a 197.1 ppm (Figura 2.21). Los espectros
de masas MALDI muestra el pico [M+H]* (100%) con relacién m/z= 430.1327 y el pico
catidnico [M-CI]* (100%) con relacion m/z= 394.1524 para el complejo 4. En el espectro
de IR, las absorciones mas significativas son la v(Au-Cl), que aparece alrededor de 301
cm, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a 1594 cm™y las tres

bandas v(N-H) a 3107, 2957 y 2885 cm™_.

El espectro de DMSO deuterado muestra la presencia de rotameros; de nuevo el estudio
de resonancia magnética nuclear a temperatura variable muestra en la Figura 2.22 la
evolucién de las sefiales de las aminas NH. Estas convergen en una Unica sefial ancha a
377K, lo que corrobora nuestra propuesta: al aumentar la temperatura se produce la

coalescencia de los diferentes rotameros.
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Figura 2. 21. *C RMN en CD30D del compuesto 4.
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Figura 2. 22. *H RMN compuesto 4 a temperatura variable en de-DMSO.

A continuacidn, abordamos la sintesis de los carbenos quirales 5-8 siguiendo el mismo
procedimiento sintético que en los casos anteriores. Para tal fin, se seleccionaron las
quirales:  (1R,2R)-ciclohexanodiamina,  N-((1R,2R)-2-aminociclohexil)-4-

metilbencenosulfonamida, (S)-1-feniletan-1-aminay (1R,2S)-(+)-cis-1-amino-2-indanol

El carbeno simétrico quiral 5 y el carbeno no simétrico 6 se prepararon a través de la

reaccion del isocianuro complejo 1 y las aminas quirales con muy buenos rendimientos

(Esquema 2.2).
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NH,
\/E wNH; CyHN, Q ,NHCy
j:NH HN=(
A Au
/ 5 \
[Aucicney)] L CF (63%Rdto)  ©

NH, CH,Cl,
N o Ta amb, 24 h
el CyHN, o
o I):NH HN-é@
A dé

6
R,2R /

Esquema 2.2. Sintesis de los diaminocarbenos aciclicos quirales de oro (I) 5y 6.

Sorprendentemente, el complejo quiral 5, que es andlogo a la mezcla racémica 3, se
obtuvo como la especie dinuclear. Como este compuesto tiene una mayor solubilidad
en diclorometano, no precipita del medio de reaccidny, por tanto, se produce el ataque
nucleofilico por parte de ambas aminas. En un intento de comprender mejor qué estaba
ocurriendo en dicha reaccion, realizamos medidas de rotacion optica a ambos
compuestos, el compuesto 3 medido en metanol proporcionaba un valor ligeramente
diferente de cero ([a]p?® -1.12), mientras que el correspondiente para el complejo 5
resulto ser [a]p?® -26,07. Por lo tanto, proponemos que se haya producido un ligero
enriguecimiento en uno de los enantiémeros (1S, 2S) debido a la alta insolubilidad de
esta especie mononuclear en comparacién con el compuesto 5, el dinuclear, que es el

enantiéomero 1R,2R.
El espectro de masas MALDI muestra el pico [M-CI]* (100%) con relacion m/z=761.1910.

En el espectro de IR para el compuesto 5, las absorciones mas significativas son la v(Au-
Cl), que aparece alrededor de 322 cm, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N)
que aparece a 1566 cm™ y las tres bandas v(N-H) a 3048, 2926 y 2851 cm™. Para el
compuesto 6 cabria destacar las mismas bandas en el espectro infrarrojo a frecuencias

muy similares.
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El complejo 5 muestra espectros de RMN muy similares, con una relacién integral
diferente para los protones del ciclohexilo a los de la mezcla racémica 3, ademas con la

presencia de rotameros.

HN, 4 ,NH
J=NH HN=X
Au Au
/ 5 \
cl Cl

r~

m

054
1.00
0.60
153

Figura 2.23. 'H RMN en CDs0D del compuesto 5.

En este caso, se observan claramente tres resonancias para el atomo de carbono
carbeno a 190.9, 185.9 y 185.8 ppm, como se puede observar en el espectro de RMN de
13C (Figura 2.15), lo que indica también la presencia de tres rotdmeros diferentes. Para
corroborar que se trataba de diferentes rotameros, se realiz6 el espectro de *HRMN a
alta temperatura en de-DMSO (Figura 2.16). En el espectro de resonancia magnética
nuclear de protdn realizado en CD30D no se aprecian las sefiales correspondientes a los
NH debido a que se produce un intercambio con el disolvente, pero al cambiar de

disolvente y emplear DMSO ya pudimos apreciar las sefiales correspondientes a los NHs.

El aumento de la temperatura (394 K) logré provocar una mayor coalescencia, muy bien
representada por las sefiales de los NH, que aparecen como tres bandas anchas

solapadas, mientras que antes aparecian como varias sefales bien definidas.
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[_r ........................... ‘ “U

Figura 2.25. 'H RMN del compuesto 5 a temperatura variable en dg-DMSO.

Para el complejo 6 también se observan claramente tres rotdmeros en el espectro de 'H

RMN para las resonancias del grupo tolilo (Figura 2.26).
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Figura 2.26. *H RMN en CD,Cl, del compuesto 6.

Podemos comprobar que estas sefiales se simplifican al realizar el espectro de *H RMN

a alta temperatura en de-DMSO (Figura 2.18), lo que corrobora la existencia de

rotameros. El espectro de masas MALDI muestra el

con relacion m/z=574.1829.

pico del fragmento [M-CI]* (100%)

304K
1
L |
77K
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e e g i e e e bttt i ) [ P | ! s S ——
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|
|
1 |
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I
I\n
....................................
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Figura 2.27. *H RMN del compuesto 6 a temperatura variable en de-DMSO.

55



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

El carbeno aciclico 7 se preparé facilmente mediante la reaccién del cloruro isocianuro
de oro(l) con (S)-1-feniletan-1-amina a temperatura ambiente en diclorometano

(Esquema 2.3).

CHg

[AUCI(CNCY)] HA\NHCy
CH,Cl, .,

a
T amb, 24 h (56% RdtO)

Esquema 2.3. Sintesis del diaminocarbeno aciclico quirale de oro(l) 7.

El espectro de *H RMN del complejo 7 realizado en diclorometano-d; muestra las sefiales
esperadas para dos rotdmeros mayoritarios, se observan dos dobletes que integrarian
por 3H a 1.36 ppm y 1.54 ppm que corresponderian al grupo CHs; de cada uno de los
rotameros, y cuatro multipletes, dos correspondientes a los protones CH de los

ciclochexilos y dos CH a los adyacentes al grupo metilo.

N“"""NH CH, |

f . CHey

Figura 2.28. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 7.
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El espectro de masas MALDI muestra el pico [M+Na+H] (100%) con relacion m/z=
485.1029. En el espectro de IR, las absorciones mas significativas son la v(Au-Cl), que
aparece alrededor de 301 cm, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N) que

aparece a 1567 cm™y las dos bandas v(N-H) a 3027 y 2926 cm™.

El carbeno 8 se preparé mediante la reaccién de (1R,2S)-(+)-cis-1-amino-2-indanol con

el isocianuro de oro a través de la reaccion representada en el Esquema 2.4.
OH
H Au
. @ES_N cl

~

NHCy

[AUCI(CNCy)]
CH,Cl,
T2 amb, 24 h 8
(59% Rdto)

Esquema 2.4. Sintesis del diaminocarbeno aciclico quiral de oro(l) 8.

El espectro de *H RMN del complejo 8 realizado en diclorometano-d, muestra las sefiales
esperadas para un solo rotdmero, presentado las sefales correspondientes al anillo de
ciclohexil, un multiplete para los protones -CH, tres multipletes para los protones -CH;-
y dos multipletes para los protones adyacentes a los grupos OH y NH, que aparecen
como un sistema AB. Los protones correspondientes a la amina no se observan, ni los
correspondientes al grupo alcohol, ya que se intercambian con el deuterio del

disolvente.

S H O Aucl
I |
CHar |\‘l Huy

CHyur
cD,Cl, »

Figura 2.29. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 8.
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En el espectro de '3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, y se
corrobora la equivalencia de todos los carbonos en el anillo de ciclohexilo por parejas,
lo que indica la capacidad de rotacion del enlace simple C-C por el que el ciclohexilo esta

unido al grupo NH.

—141.80
39.86
32.08
25.11

~23.18

CH,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

7:
F1 {ppm)

Figura 2.30. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 8.

En el espectro de masas MALDI podemos observar el pico [M-CI-H] (100%) con relacidn
m/z= 455.1392. En el espectro de IR, las absorciones mas significativas son la v(Au-Cl),
que aparece alrededor de 310 cm™?, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N)

que aparece a 1567 cm y las dos bandas v(N-H) a 3314 y 2933 cm™.

Curiosamente, con estas cuatro estructuras quirales hemos demostrado la posibilidad
de alcanzar facilmente diaminocarbenos aciclicos quirales, sustituidos de forma
asimétrica, o el uso de ligandos con propiedades estéricas, que aun conforma una tarea

dificil en la preparacién de carbenos N-heterociclicos.

Ademas de todos los complejos de oro que hemos preparado con diaminas y aminas
quirales, nos propusimos la sintesis de otro derivado con un diaminocarbeno N-acilico
con mejores propiedades de solubilidad y sin tanto impedimento esterico, para no tener
presencia de rotameros en el compuesto. Mediante el ataque nucleofilico del N de una
amina secundaria, N-(piridilmetil)ciclohexanomina, al C electrofilico del isocianuro de

oro(l) [Au(CN-Cy)Cl] (1) se obtiene el aminocarbeno 9 del Esquema 2.5.
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Cy
HN
N C
7\ HN ’
[AUCI(CNCY)] = . N?—AUCI
CH,Cl, Y=
T2 amb, 24 h

N\ /

9
(Rdto 78%)

Esquema 2.5. Sintesis del diaminocarbeno aciclico de oro(l) 9.

En el espectro de IR, las absorciones mas significativas son la v(Au-Cl), que aparece
alrededor de 325 cm?, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a
1587 cm™y la banda NH en tornoa 2932 cm™. El espectro de masas MALDI muestra el
pico cationico [M+Na]* (100%) con relacién m/z = 554.1608, y el pico correspondiente

al fragmento [2M-Cl]" (100%) con relacién m/z = 1027.3737.

El espectro de *H-RMN del complejo 9 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefales esperadas para el compuesto, sin observarse la presencia de otros rotdmeros
minoritarios. Observamos las sefales correspondientes a los anillos de ciclohexilo, por
un lado, dos multipletes para los protones —CH con centro en 4.82 y 4.11 ppm,
respectivamente, y por otro un gran multiplete para los protones -CH;-. Podemos
observar también un singlete para los protones CH»- cercanos a la piridina, y en este
caso también se puede apreciar un pequeiio multiplete a campo bajo correspondiente

a la amina.

ClAu HH

]
N
NN \\2
5 ~F 3
4

CH

| 3 cp,cl

Figura 2.31. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 9.
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En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan 5 sefiales correspondientes a los carbonos CH; de los ciclohexilos y otras dos
para los carbonos CH, ademas de las cinco sefales para los carbonos de la piridina,
incluyendo el carbono ipso. La resonancia debida al &tomo de carbono carbeno aparece

a192.8 ppm.

CH,,

e e |

Martmmeidsmes
H
cD,a

Figura 2.32. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 9.

Se han obtenido cristales adecuados para ser estudiados por difraccion de rayos X del
complejo 9. Se obtuvieron por lenta difusion de hexano sobre una disolucién del
complejo en diclorometano. El compuesto cristaliza en el sistema triclinico, grupo
espacial P-1, con una molécula por unidad asimétrica (Figura 2.33). El &tomo de oro se
encuentra en el entorno lineal, tipico del oro en estado de oxidacidn |, algo distorsionado
de la linealidad como muestra el angulo C7-Aul-Cl1 de 175.7(2)°. Las distancias de
enlace Au-C y Au-Cl son similares a las encontradas en otros cloro derivados
organometalicos de oro(l).%8 Las distancias de los enlaces del grupo carbeno, N1-C7 de
1.334(12) Ay N2-C7 de 1.331(12) A, muestran claramente su caracter de enlace multiple
y el angulo de N2-C7-N1 de 117.6(9)°, préximo a 120°, el caracter sp? del carbono
carbénico. Como se puede apreciar en la Figura 2.24 hay un enlace de hidrégeno intra-
molecular entre el N3 de la piridina y la amina N2-H2A del grupo carbeno (N2-

H2A: e N3 2.088 A, 147.05°).
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uﬂ.‘

Figura 2.33. Estructura del complejo 9 (P-1). Distancias de enlace (A) y angulos (°) mas
representativos: Aul-C7 1.993(9), Aul-Cl1 2.284(3), N1-C7 1.334(12), N2-C7 1.331(12), C7-Aul-
Cl1175.7(2), N2-C7-N1 117.6(9), N2-C7-Aul 121.0(7), N1-C7-Aul 121.4(6). Enlace de hidrégeno:
N2-H2A--N3 2.088 A, 147.05°.

Hay que destacar la existencia de un enlace inter-metalico (“aurofilico”) entre los dos
atomos de oro de dos moléculas vecinas, que se sitian a una distancia Aul...Aul (-x,-
y+1,-z) de 3.4384(9) A, mas corta que la suma de los radios de Van der Waals de los

atomos de oro (Figura 2.34).

M1 v/-A

Figura 2.34. Dos moléculas del complejo 9 (P-1) unidas a través de un enlace Au---Au. Distancia:
Aul--Aul(-x,-y+1,-z) 3.4384(9) A.

Una forma estructural distinta cristalizd de una muestra diferente, obtenida también
por difusion de hexano en una disolucion en diclorometano. En este caso el compuesto
cristalizd en el sistema ortorrombico, grupo espacial 12/c. Cada unidad asimétrica esta
compuesta por una molécula del compuesto 9 y una molécula de diclorometano. La
molécula (Figura 2.35) es esencialmente la misma que la triclinica, con distancias de
enlace similares. Una diferencia importante es que en este cristal no hay interacciones
“aurofilicas” entre los &tomos de oro, los mas préximos se encuentran a mas de 5 A de

distancia. Quizas la ausencia de estas interacciones hace que el atomo de oro se
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encuentre en un entorno practicamente lineal, menos distorsionado que en el cristal
triclinico, C7-Aul-Cl1 179.3(4)°. Se observa también la existencia de un enlace de

hidrégeno intra-molecular entre el nitrégeno piridinico y el NH del grupo carbeno.

Figura 2.35. Estructura del compuesto 9 (12/c). Distancias de enlace (A) y angulos (°) mas
representativos: Aul-C7 2.000(16), Aul-Cl1 2.296(4), N1-C7 1.355(18), N2-C7 1.348(18), C7-
Aul-Cl1 179.3(4), N2-C7-N1 115.7(13), N2-C7-Aul 122.8(10), N1-C7-Aul 121.4(10). Enlace de
hidrégeno: N1-H1----N3 2.131 A, 137.71°.

2.3. Sintesis de biscarbenos de oro(l)

Se ha procedido también a la sintesis de biscarbenos de oro(l) con el objetivo de
comparar sus propiedades con los monocarbenos. Para ello se ha partido del derivado
[Au(CNCy),]OTf, ya conocido con el contraidn PFs,’! que se ha sintetizado por reaccién

de [Au(tht)2]OTf con CNCy.

Se han estudiado las reacciones del complejo [(CN-Cy)Au(CN-Cy)]OTf con dos aminas
secundarias: N-(piridilmetil)ciclohexanamina (Esquema 2.6) y bis(piridil-2-metil)Jamina

(Esquema 2.7).

El complejo 10 se sintetiza haciendo reaccionar el complejo [(CN-Cy)Au(CN-Cy)] OTf con
dos equivalentes de NHCyPy:

oTf
N7 N —‘

O el
2 Cy-NH N= HN N-Cy

[(CNCy)AU(CNCy)]OTf N‘P—AU&H
CH.Cl, Cy— )

Cy
T2@amb, 7 h

(Rdto 81%)

Esquema 2.6. Sintesis del biscarbeno aciclico de oro(l) 10.

62



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

En el espectro de IR, las absorciones mas significativas son la banda para el nuevo
carbeno formado v(C=N) que aparece a 1588 cm™y la vibraciéon NH en tornoa 2927 cm"

1,y las absorciones correspondientes al triflato a 1266, 1219, 1137 y 1030 cm™™.

El espectro de masas MALDI muestra el pico [M-OTf]* (100%) con relacion m/z =

795.4383.

El espectro de H RMN del complejo 10 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefales esperadas, los anillos de piridina aparecen como equivalentes entre si, asi como
los grupos —CH> y los anillos de ciclohexilo. respectivamente. Es por ello por lo que en el
espectro de protdén podemos observar dos multipletes para los protones —CH con centro
en 4.57 y 3.99 ppm, respectivamente, y tres multipletes agrupados para los protones -
CH,-. En este caso también podemos observar un singlete para los protones CH,-

cercanos a la piridina a 4.45 ppm, y un doblete a campo bajo correspondiente a la amina.

OTf
5 = ‘1
2 4 3 \N‘ N j\
e 'H;E "
H
Wl A
| CH "o 5 ~#3
10 4
cD,cl,
™
NH H f
\ g
AL R
__J - . -‘L_J\ JA l‘LL

Figura 2.36. *H RMN en CD,Cl, del compuesto 10.

En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente debido a
la simpleza del espectro; se observan 5 sefiales correspondientes a los carbonos CH; de
los ciclohexilos y otras dos para los carbonos CH, ademas de cinco senales para los
carbonos de la piridina, incluyendo el carbono ipso. La resonancia debida al dtomo de

carbono carbénico aparece a 205.2 ppm.
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CH,,
Py \

CHy,
CH,,

ipsorpy

CH

Cearbéni C

CH

Figura 2.37. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 10.

También por ataque nucleofilico de otra amina secundaria, en este caso de la bis(piridil-
2-metil)amina, al C electrofilico del isocianuro de oro(l) [(CN-Cy)Au(CN-Cy)]OTf se

obtiene el complejo aminocarbeno 11 correspondiente (Esquema 2.7).

N
N N7 cy 73
2 N l e
P NS
N
[(CNCy)AU(CNCY)]OTf r\f _<NH
CHchZ N_ Cy/
T2amb, 7 h _
N\ / N
N/
11

(Rdto 68%)

Esquema 2.7. Sintesis del biscarbeno aciclico de oro(l) 11.

En el espectro de IR, las absorciones mas significativas son la banda para el nuevo
carbeno formado v(C=N) que aparece a 1547 cm’?, la banda NH en tornoa 2987 cm*y
las bandas correspondientes al triflato al 258, 1224, 1136 y 1029 cm™. El espectro de
masas MALDI muestra el pico [M-OTf]* (100%) con relacion m/z= 814.3740.

En el espectro de *H RMN del complejo 11 realizado en diclorometano-d, vemos que tanto

las piridinas como los grupos —CH; son inequivalentes entre si, ya que muestran diferentes
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sefiales; esto es debido a la falta de posibilidad de rotacion debido probablemente al

impedimento estérico de los anillos.

7 id‘ o
2,2 N,
. 4,4 355 CH, | cH o { @z
‘ W}Au{rﬁ H )
N NH H
| SE
| J‘ ol
n :
M ‘ 1
.......... cp,cl,
Y il
. O A Y

Figura 2.38. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 11

Lo mismo ocurre con el espectro de '3C RMN, en el que podemos observar la
inequivalencia de los dos anillos piridinicos entre si, observando dos carbonos ipso a 156.3

y 154.9 ppm y el carbono carbénico aparece a 206.1 ppm.

a4 3,%.,5,5

2,2

Figura 2.39. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 11.
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2.4. Reacciones de Sustitucion en el complejo [AuCI{C(NHCy)(NCy-
CHZPY)}L 9-

4.1. Sintesis de [Au(SR){C(NHCy)(NCy-CH,py)}

Se ha estudiado la reactividad del complejo [AuCI{C(NHCy)(NCy-CH2py)}] (9) con
diferentes tioles, con la intenciéon de formar los correspondientes tiolatos de oro(l),
mediante una reaccién de sustitucion o desplazamiento del ligando cloro. En la sintesis
de los derivados de oro(l) 12-15 se utiliza una base, por una parte, para desprotonar la
2-tiocitosina, 2-mercaptopiridina, 2-tiouracilo y la 1-tio-p-D-glucosa y, por otra parte,
para ayudar a eliminar el Cl, ya que se elimina en forma de KCI, segin lo descrito en la

parte experimental (Esquema 2.8).

~
s TS e HT\T“NvENj

v S H / s
B S BN el

15
13 o 14 H,cocO ~ OCOCHs

Rdto 65% Rdto 61% Rdto 58% Rdto 68%

Esquema 2.8. Sintesis de tiolato-carbenos de oro(l) 12-15.

El espectro de H RMN del complejo 12 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefiales esperadas para los anillos de ciclohexilo y dos multipletes para los protones —CH
con centro en 5.00 y 4.26 respectivamente; cabria mencionar el desplazamiento de
dichas sefiales a campo bajo con respecto al carbeno de partida (compuesto 9) en el que
dichos multipletes aparecian a unos desplazamientos de 4.79 y 4.10 ppm, esto podria
ser debido al desapantallamiento de la 2-tiocitosina sobre los protones del carbeno,

debido al mayor caracter sigma dador del tiolato respecto al cloruro.

Podemos observar también un singlete para los protones CH»- cercanos a la piridina, y

en este caso también se puede apreciar un multiplete a campo bajo correspondiente a
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la amina secundaria y uno a campo alto correspondiente a la amina primaria de la

citosina.

Si observamos el espectro de IR podemos apreciar la desaparicién de la banda Au-Cl

debido a la sustitucion del cloruro por el ligando tiolato, las absorciones mas

significativas son la banda para el enlace Au-S a 404 cm™, la banda para el nuevo carbeno

formado v(C=N) que aparece a 1572 cm™y las dos bandas NH en torno a 2987 y 2901

cmL. El espectro de masas MALDI muestra el pico [M+H]* (100%) con relacién m/z =

623.2226.
4
5 3
cp,Cl, HN, . |
Jes
s
’ M ) NH, 12
F?H “ '| ' CH,
NH, J
\
__WJJUL_JLL-_JL__LJUJMLJ____;_J HHU MMLL

......................................

Figura 2.40. *H RMN en CD,Cl, del compuesto 12.

5.00
4,79
4,26
4.10

Figura 2.41. 'H RMN superpuesto de los compuestos 9 y 12 donde se puede apreciar el
desplazamiento producido por la coordinacion de la 2-tiocitosina.
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En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan 6 sefiales correspondientes a los carbonos CH; de los ciclohexilos y otras dos
para los carbonos CH, ademds de cuatro sefiales (dos de ellas aparecen a
desplazamientos muy similares por lo que dan la impresion de ser una Unica sefial si no
ampliamos dicha zona) para los carbonos de la piridina como era de esperar.
Observamos ademds dos carbonos ipso, el correspondiente a la citosina y el
correspondiente a la piridina. La resonancia debida al 4tomo de carbono carbénico

aparece a 202.3 ppm.

B0 XM MA 200 180 180 A0 180 150 140 130 130 116 10 S M 0 86 M 40 W ¢ W 6

Figura 2.42. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 12.

El espectro de H RMN del complejo 13 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefiales esperadas para los anillos de ciclohexil, en este caso aparecen dos multipletes
para los protones —CH con centro en 4.94 y 4.19 cuyo desplazamiento varia ligeramente

con respecto al carbeno de partida (Compuesto 9).
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Figura 2.43. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 13.
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En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan 5 sefiales correspondientes a los carbonos CH; de los ciclohexilos y otras dos
para los carbonos CH, ademas de ocho seiiales para los carbonos piridinicos vy

observamos ademas dos carbonos ipso correspondientes a las diferentes piridinas.

Si observamos el espectro de IR podemos apreciar la banda para el enlace Au-S a 402
cm, la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a 1571 cm™y la
banda NH en torno a 2925 cm™. El espectro de masas MALDI muestra el pico [M+H]*

(100%) con relacién m/z= 607.2164.

cH,, || [CHo

Cu-' 50" i "-_.
€D,cl,
: CH,,
CH,,
Y

CH

Figura 2.44. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 13.

El espectro de 'H RMN del complejo 14 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefales esperadas para los anillos de ciclohexil, por un lado, dos multipletes para los
protones —CH, y por otro un gran multiplete para los protones -CH;-. Podemos observar
también un singlete para los protones CH»- cercanos a la piridina. En este caso también
se pueden apreciar dos multipletes correspondientes a las aminas secundarias, la

correspondiente al 2-tiouracilo a campo mas alto.

En el espectro de 13C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan 5 sefiales correspondientes a los carbonos CH; de los ciclohexilos y otras dos
para los carbonos CH, ademas de cuatro sefiales para los carbonos de la piridina y dos

para los —CH del 2-tiouracilo.
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Figura 2.45. *H RMN en CD,Cl, compuesto 14.
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Figura 2.46. 13C RMN en CD,Cl, del compuesto 14.

En el espectro de IR podemos apreciar la banda para el enlace Au-S a 404 cm™, la banda
para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a 1662 cm™y la banda NH en torno
a 2925 cm. El espectro de masas MALDI muestra el pico [M+H]* (100%) con relacion

m/z= 624.2066.

Se resolvid la estructura cristalina del complejo 14 por difraccién de rayos X. Los cristales
se obtuvieron por difusién lenta de hexano sobre la disoluciéon del compuesto en
diclorometano. El compuesto cristalizé en el sistema triclinico, grupo espacial P-1, con
una molécula por unidad asimétrica (Figura 2.47). El entorno del atomo de oro es lineal
algo distorsionado con un angulo C1-Aul-S1 de 175.9(3)°. Las distancias de enlace Au-
S (Au1-512.302(3) A) y Au-C (Aul-C1 1.962(15) A) concuerdan bien con las encontradas

en otros derivados que contienen el fragmento S-Au(l)-C.”? Las distancias C-N del grupo
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carbeno (N1-C1 1.360(15), N2-C1 1.366(15) A) son mas cortas que las que corresponden
a enlaces simples, lo que esta de acuerdo con su caracter de doble enlace. Los angulos
alrededor del C1 del carbeno (112.5, 123.4 y 124.0°) muestran un entorno algo
distorsionado del trigonal-plano esperado, que se puede tentativamente atribuir a

razones estéricas.

Figura 2.47. Estructura del complejo 14. Distancias de enlace (A) y angulos (°) mas
representativos: Aul-C1 1.962(15), Aul1-S1 2.302(3), N1-C1 1.360(15), N2-C1 1.366(15), C1-Aul-
$1175.9(3), N1-C1-N2 112.5(12), N1-C1-Aul 124.0(10), N2-C1-Aul 123.4(9) Enlace de hidrégeno
intra-molecular: N2-H1------N3 2.003 A. 147.56 °.

No hay enlaces metal-metal pero las moléculas se asocian en pares a través de enlaces
de hidrégeno inter-moleculares. En la Figura 2.48, se muestran los enlaces entre un
nitréogeno y oxigeno del grupo tiouracilo de una molécula y el oxigeno y el nitrégeno del
mismo grupo de la otra molécula (N5-H5-+ O1 [-x, -y, -z] 1.923 A, 166.23° ). Ademas, y
al igual que en el complejo 9, existe un enlace de hidrégeno intra-molecular en el que
estan implicados el NH del carbeno y el nitrégeno de la piridina, N2-H1-----N3 2.003 A,
147.56 °.

4}:;—4‘,{\\ mQ«m . u\‘f/a
ﬁ{g‘/ %
\ A <

Figura 2.48. Vista del dimero del compuesto 14 formado por enlaces de hidrégeno
intermoleculares: N5-H5-- 01 [-x, -y, -z] 1.923 A, 166.23°.
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El espectro de 'H RMN del complejo 15 realizado en diclorometano-d, presenta una
mezcla de sefiales algo mas complejas que los tioderivados anteriores debido a la
presencia de la 1-tio-B-D-glucosa. Podemos observar la presencia de cuatro singletes a
alto campo correspondientes a los grupos metilo de la tioglucosa, ademas de dos
multipletes entorno a 3.69 y 4.95 ppm correspondientes a los protones —CH de la misma

y un multiplete en torno a 4.06 ppm que corresponderia al grupo CH, de la tioglucosa.

Hri @ 3 q CH,
=N X, - 2 §
Au '
/<A - ] ‘
s CHopi CH, CH3 tiogiu
OCOCH;
HACOCO '| || CHuoga
15 | f
Hicoco ~ OCOCHs LA .' A
4 5
NH
3
5 CH
| |l
‘ ‘
|| |
1A |
1 'JJA_JJ'_J b

Figura 2.49. *H RMN en CD,Cl, del compuesto 15.

En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan cuatro senales correspondientes a los grupos metilo de la 1-tio-B-D-glucosa, a
continuacion, las sefiales correspondientes al anillo de ciclohexilo tanto los carbonos
secundarios como terciarios, y 5 sefales correspondientes a los carbonos CH de la 1-tio-
B-D-glucosa. Observamos ademds un carbono ipso y el carbono carbénico que en este

caso aparece a 202.5 ppm.

En el espectro de IR podemos apreciar la banda para el enlace Au-S a 405 cm™, la banda
para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a 1577 cm™y la banda NH en torno
a 2923 cm™. El espectro de masas MALDI muestra el pico [M+Na]* (100%) con relacion

m/z= 882.2669.
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Figura 2.50. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 15.

El complejo 16 se prepard haciendo reaccionar el carbeno 9 con propinilbenceno y
carbonato de potasio a través de la reaccidén representada en el Esquema 2.9. Se
produce una desprotonacion del alquino terminal y consecuentemente un ataque
nucleofilico del carbono al atomo de oro produciéndose asi la salida del ligando cloruro

gue se elimina en forma de KCl.

HNé\ A b — <:> KOH/MeOH HN\\_’Nﬁ
AZ;‘N N 12h, T2 amb AL?/ N

N N
o % i %
9

16

Rdto 71%

Esquema 2.9. Sintesis del derivado 16.

Si observamos el espectro de IR podemos apreciar la banda para el nuevo carbeno
formado v(C=N) que aparece a 1621 cmy la banda NH en tornoa 2926 cm. El espectro

de masas MALDI muestra observar el pico [M+Na]* (100%) con relaciéon m/z=620.2310.

El espectro de *H-RMN del complejo 16 realizado en diclorometano deuterado muestra
las sefales esperadas, de los diferentes multipletes correspondientes a las sefiales de

los anillos de ciclohexilo. En la zona aromatica podemos observar una mezcla de senales
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correspondientes a los protones de la piridina y a los protones aromaticos del fenilo del

grupo alquino.

2H AN, N T
Ar X, 2
ZHArls AI.?"‘ J,HN
| H
| cD,Cl,
| A HAr //

ima AL A CH

N
Fs
———

,,,,,

Figura 2.51. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 16.

En el espectro de 3C APT RMN, todas las sefiales pueden asignarse facilmente, se
observan cinco sefiales correspondientes a los carbonos CH; del anillo de ciclohexilo y
otras dos para los CH. Podemos observar también los carbonos aromaticos tanto de

piridina como del anillo bencilico y un carbono ipso a 157.3 ppm.

M AP et bt Ay o P

CH,  CHy | l

e A N

160 155 150 M5 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 00 85 80 5 0 65 60 55 50 45 L ¥ 0 B
1 (ppm)

Figura 2.52. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 16
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Se ha resuelto la estructura cristalina del complejo 16 (Figura 2.53). El compuesto
cristaliza en el sistema monoclinico, grupo espacial P2(1)/c, con una molécula por
unidad asimétrica. Los cristales se obtuvieron por lenta difusion de hexano en una
disolucién del complejo en diclorometano. El angulo de los enlaces C8-Aul-C17 es de
179.7(3)°, muy préximo a la linealidad esperada para complejos di-coordinados de
oro(l). Las distancias de enlace C-Au (Aul-C8 2.011(8) A y Aul-C17 2.046(8) A) son algo
mas largas que las encontradas en los complejos 9 y 14. La diferencia entre ellas,
2.011(8) y 2.046(8), esta dentro del error experimental. Las distancias de los enlaces N-
C del grupo carbeno (N1-C17 1.342(10) A y N2-C17 1.333(9) A) estan de acuerdo con el
cardcter enlace multiple de los enlaces. Los enlaces entorno al C carbeno, N2-C17-N1
116.2(7), N2-C17-Aul 121.7(6) y N1-C17-Aul 122.0(5), apoyan su caracter sp2. Como en
los complejos 9y 14, hay un enlace de hidrégeno intra-molecular entre el N de la piridina

y el grupo NH del carbeno (N2-H1-----N3 1.998 A, 144.90°). No hay enlaces Au---Au.

Figura 2.53. Estructura del complejo 16. Distancias de enlace (A) y angulos (°) mas
representativos: Aul-C8 2.011(8), Aul-C17 2.046(8), N1-C17 1.342(10), N2-C17 1.333(9), C8-
Aul-C17 179.7(3), N2-C17-N1 116.2(7), N2-C17-Aul 121.7(6), N1-C17-Aul 122.0(5). Enlace
hidrégeno intramolecular: N2-H1-----N3 1.998 A, 144.90°.

El complejo 17 se prepard por reaccidon del carbeno 9 con dimetilditiocarbamato de

sodio a través de la reaccion representada en el Esquema 2.10.

Se produce un ataque nucleofilico del &tomo de azufre previamente desprotonado al
atomo de oro produciéndose asi la salida del ligando cloruro que se elimina en forma de

NaCl.

75



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()
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Esquema 2.10. Sintesis del carbeno de oro con un ligando ditiocarbamato 17.

El espectro de *H RMN del complejo 17 realizado en diclorometano deuterado muestra

las sefales esperadas.

Hr\{%’N °7 TN o 2 CH,
u g N ’ o
s Sf/\ o CD,Cl,

N7
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‘ !'\ Lﬂ‘m

._.J‘J l U\j\‘ AP LN

——— . . S . . . .
85 8.0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 30 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 2.54. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 17.
En el espectro de IR podemos apreciar la banda para el enlace Au-S a 404 cm™, la banda
para el nuevo carbeno formado v(C=N) que aparece a 1557 cm™y la banda NH en torno

a 2928 cm™. El espectro de masas MALDI muestra el pico catiénico [M+H]* (100%) con

relacién m/z= 615.1885.
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Figura 2.55. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 17.

El complejo 18 se prepard de una manera sencilla haciendo reaccionar el carbeno 9 con
9H-carbazol y carbonato de potasio a través de la reaccidn representada en el Esquema

2. 11.

Se produce la desprotonacion de la amina del carbazol y consecuentemente un ataque
nucleofilico del nitrogeno al &tomo de oro produciéndose asi la salida del ligando cloruro

gue se elimina en forma de KCl.

T—'N < N 12h, CH,Cl, Af SN
A H

Rdto 53%

Esquema 2.11. Sintesis del complejo de oro(l) con ligandos carbeno y carbazol 18.

En el espectro de IR podemos apreciar la banda para el nuevo carbeno formado v(C=N)
que aparece a 1599 cmy la banda NH en tornoa 2987 cm™. El espectro de masas MALDI

muestra el pico catiénico [M+CH3CN]* (100%) con relacién m/z= 689.2787.
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Figura 2.56. 'H RMN CDCls del compuesto 18.
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Figura 2.57. 3C RMN CDCl; del compuesto 18.

2.5. Estudio de las propiedades cataliticas

Los procesos multicomponente (MCR) tienen gran interés debido a su eficiencia atédmica
gue proporciona diversidad estructural y complejidad en un solo paso de reaccion.
Ademas, las MCR han desempefiado un papel importante en el progreso del
descubrimiento de farmacos.”®74 Entre estos procesos cabe destacar las reacciones de

acoplamiento A3, que constituyen un conjunto interesante de enfoque de continuas
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investigaciones. 7>7677.7879 E| acoplamiento A3 es una reaccion de tres componentes
entre un aldehido, una amina y un alquino terminal para generar propargilaminas

(Figura 2.58).%0

Metal/ligando quiral

+
Y

RCHO H—R R

Figura 2.58. Esquema de una reaccién de acoplamiento A3.%°

El primer ejemplo de este tipo de reacciones se remonta a 1953, cuando Guermont

describid el proceso para la sintesis de amino éteres propargilicos a partir de alquinos

terminales, aminas secundarias y formaldehido.®!
A lo largo de las ultimas dos décadas se han estudiado algunas versiones cataliticas de
este acoplamiento A3; generalmente, como catalizadores se han utilizado complejos de
metales de transicion del final de la serie de transicidn, siendo el cobre uno de los mas
utilizados.® Estos catalizadores basados en sales metalicas forman un complejo 1t con un
alquino terminal, incrementandose asi la acidez del enlace alquinil C—H, promoviendo asi
su desprotonacion por aminas débilmente basicas para generar un acetiluro de metal
nucledfilico. Este acetiluro metalico reacciona con iminas o iones de iminio formados in
situ a partir de la reacciéon entre aldehidos y aminas primarias y secundarias,
respectivamente. En catdlisis asimétrica, tanto la eleccion del ligando quiral como la del
catalizador utilizado, son fundamentales para preparar propargilaminas con una alta
enantioselectividad.®3 La primera versidon enantioselectiva de una reaccién de
acoplamiento A3 fue llevada a cabo en 2002 por Li vy colaboradores,® usando una
cantidad catalitica de cobre y ligando Pybox (ligando de bisoxazolina quiral, BOX, con un
ligando piridina). Desde entonces ha habido un progreso notable en el campo del
acoplamiento asimétrico A3 en términos de disefio de ligando y de catalizador para

mejorar la enantioselectividad y alcance del sustrato.
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Figura 2.59. Reaccidn de acoplamiento A3 enantioselectiva catalizada llevada a cabo por Liy
colaboradores.?

Con complejos de oro se conocen pocos ejemplos de reacciones de acoplamiento A3,
Toste y colaboradores publicaron en 2011 un ejemplo de alquinilaciéon enantioselectiva
de N-aril aldiminas aromaticas y su posterior ciclacion 5-exo-dig, mediante una reaccion

de acoplamiento A3 catalizada por un complejo de oro(l) (Figura 2.60).%°

NHAr
Ar)J\H 5 v6mol N-P-Ts NPT
omol [Au] |
+ 5 %mol AgNT2 Ar\N/< + Ar\N)\O
H——=——R! 0
N CHClg, 25°C Ar Ar)\/k R
2-6 dias \ RL
p-TsNCO mayoritario minoritario
iPr iPr
>8]
HN" %o IPr
HN/&O

f \PPh,AuCI

Figura 2.60. Reaccidn de acoplamiento A3 enantioselectiva catalizada por un complejo de
oro(l) descrita por Toste y colaboradores.?’

Las propargilaminas quirales son unidades estructurales muy importantes en sintesis
organica, ya que pueden usarse como precursores en la sintesis de compuestos con gran
importancia medicinal que contienen nitrégeno. (Figura 2.61).%°

Ademds algunos derivados de propargilaminas como pargilina,® rasagilina,®” vy
selegiline,® han resultado ser especies activas en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, como el Parkinson y Alzheimer®°° (Figura 2.62). Por lo tanto, el
desarrollo de un nuevo procedimiento sintético para obtener propargilaminas es un
objetivo muy atractivo ya que son intermedios Uutiles. Curiosamente, el uso de
catalizadores basados en oro en estos procedimientos de acoplamiento A3 ha sido muy

poco explorado. ¥ 92.93,94,95,96, 97,98,99,100,101
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H B

MeOD@ HO HO
N N j@@
(Nj'w/\ MeO \7 HO]C(EfO HO -_\N/V/O

(S)-Conina (+)-Crispina A (S)-(-)-Trolina (R)-(+)-Oleracina E

(+)-Disoxilina Coribulbina Cavidina (+)-Lenoxamina

Figura 2.61. Algunos ejemplos de aminas quirales derivadas de propargilaminas.®

Un objetivo también muy interesante que no debemos olvidar es la sintesis de
indolicinas en una reaccion en tandem que involucre un enfoque
multicomponente.192103 |as indolicinas, uno de los esqueletos heterociclicos N-
fusionados mas importantes, se encuentran en una variedad de compuestos bioldgicos
activos (Figura 2.62), y ademds muestran un amplio espectro de potenciales actividades
farmacoldgicasy se utilizan en una amplia variedad de aplicaciones en el descubrimiento

de nuevos farmacos.1%4

CN F
Z N=
N /
Q Cl HN\\\
— — —
N\/\\ H/\\ N\/\\ Inhibidor VEGF PP
Pargilina Rasagilina Selegilina HO
Et
NC y
FC A Frc A =
cl Sl E Sl N /
NH NH
v o N o )
: . Actividad
DPC 961 DPC 963 L ctivida
Actividad e .
2ageneracion NNRTI 23generacion NNRTI antibacterial antihistaminica

Figura 2.62. Propargilaminas e indolicinas biolégicamente activas. INNTR: inhibidor de la
transcriptasa inversa no nucleésido; VEGT: factor de crecimiento endotelial vascular.

Como componente electrofilico en la reaccién de acoplamiento A3, los aldehidos
presentan una elevada tolerancia a condiciones cataliticas y grupos funcionales; se han

utilizado también aldehidos con varios grupos para el disefio de reacciones en tandem
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basadas en el acoplamiento A3 para lograr la sintesis de diversos heterociclos. Un

ejemplo de ello fue llevado a cabo por Liu y colaboradores, %

gue lograron la sintesis de
indolizinas a través de una reaccidn de acoplamiento A3 a partir de piridinil-2-aldehido,
un alquino terminal y una amina; empleando como catalizador un 1% mol de NaAuCly -

2H,0 (Figura 2.63).

) I ]
N >CHO NR;R;
+ Rl R2
Rl R cat. NaAuCl,.2H,0 N = N=
NI~ _ Au EEE——
N e sin dte 0 en H,0, 60 °C | X \'[ 1 N
H N, SR R3
.
R = J

Figura 2.63. Reaccion de acoplamiento A3 llevada a cabo por Liu y colaboradores para

la sintesis de indolicinas.1%

Los catalizadores de oro apenas se han utilizado para la preparacion de indolicinas.
106,107.108,109,110,111

En 2008 Corma y colaboradores describieron la reaccidon acoplamiento A3 entre un
aldehido, una amina y un alquino, para dar lugar a la formacién de propargilaminas e

indoles multifuncionales con buenos rendimientos (Figura 2.64).12

Reaccion de acoplamiento A3 Y ciclacion
de UN aldehido, amina y etilanilina protegida

RL-CHO
+

2R3
R2R3NH Au/ZrO, m<NR R
+
_ dioxano, 6 h, 100 °C NOR
©\/ -I—S
NHTs

Reaccion de acoplamiento A3 de UN aldehido,
aminayy alquino catalizada por 0r0 soportado

N

R®=H, ciclohexil
R2R3NH = piperidina, pirolidina, morfolina

catalizador Au3* soportado
sobre ZrO, 0 CeO,

RL-CHO NRa2Rs
et Au/CeO,, Au/ZrO,
R1 N
R2R3NH Hz0 Nge
+
Ry—=—H R® = Ph, ciclohexil,heptil

R2R3NH = piperidina, pirolidina, morfolina

Figura 2.64. Reaccion de acoplamiento A3 catalizada por oro(lll) descrita por Cormay

colaboradores. 112
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Entre los numerosos ejemplos sintéticos asociados con la quimica del acoplamiento A3,
las reacciones en tandem que involucran acoplamiento A3 como transformacién clave
han evolucionado enormemente como herramienta versatil para la sintesis estructural
de diversos productos heterociclicos. Estas sintesis generalmente se lograron a través
de las transformaciones en las propargilaminas generadas in situ en presencia de un
segundo grupo funcional ubicado bien en la propargilamina intermedia o bien

proporcionado por otro componente adicional.0?

Con todas estas ideas en mente, planeamos utilizar como catalizadores los complejos
diaminocarbeno aciclicos de oro(l) 3y 4.
A continuacidon, se muestra el estudio de sus aplicaciones en la sintesis de

propargilaminas e indolicinas a través de reacciones multicomponente.
2.5.1. Estudio catalitico de carbenos de oro(l)

Una vez sintetizados los complejos de oro 3 y 4, y en el contexto de nuestro programa
de investigacion centrado en el desarrollo de nuevos procesos cataliticos, en primer
lugar centramos nuestra atencion en la preparacion de propargilaminas (19-30) a través
de la reaccion de acoplamiento A® recogida en el Esquema 2.12, siguiendo un

procedimiento sencillo y directo.

Para probar la eficiencia de nuestras estructuras precataliticas 3a y 3b, se explord

inicialmente la viabilidad del modelo de reaccion, Tabla 2.1.

O 3,4 (1 %omol)

H+ — pp + AgNTf2 (1 %mol)

Ph

Esquema 2.12. Reaccién de acoplamiento A3
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Tabla 2.1. Barrido de la reaccidon de acoplamiento A3,

Entrada Cat. Disolvente t(h) T(°C) Conv. (%)°
1 3-AgNTf; MeOH-d4 5 60 85
2 3-AgNTf; CDsCN 5 60 46
3 3-AgNTf; CDsCN 5 70 85
4 3-AgNTf; Toluene-d8 5 60 56
5 3-AgNTf, Toluene-d8 5 70 70
6 3-AgNTf, B 5 60 >99
7 3 _ 5 60 n.r.
8 AgNTf, _ 5 60 20
9 4-AgNTf, _ 5 60 90

@ Condiciones de reaccidn: benzaldehido (0.25 mmol), piperidina (0.275 mmol), fenilacetileno
(0.3 mmol), 3, 4 (0.0025 mmol), AgNTf, (0.0025 mmol) y disolvente 0.7 mL. © Las conversiones
de la reaccion fueron medidas mediante *H NMR utilizando mesitileno como estandar interno. ¢
Sin adicién de AgNTf,.

En la primera seleccién de disolventes a 60 °C, se encontraron resultados alentadores
con MeOH-d4 para 1% en mol de catalizador (Tabla 2.1, Entrada 1) después de tiempos
de reaccidn cortos (5 h). En contraste, con CDsCN y tolueno-ds solo se lograron mejores
conversiones aumentando la temperatura de la reaccién hasta 70 °C durante el mismo
tiempo de reaccion (Entradas 3y 5). Curiosamente, se observo una conversion completa
realizando la reaccién en ausencia de disolvente a 60 ° C después de 5 h de reaccién

(Entrada 6).

Cabe destacar que el precatalizador de oro 3 no promueve la reaccion en ausencia de
especies de plata (Entrada 7). Lo mismo se observa realizando la reaccion sélo con el
cocatalizador AgNTf, (Entrada 8). También se obtuvo un buen resultado utilizando el
catalizador 4 (Entrada 9), aunque se registré una conversién ligeramente menor en

comparacion con el catalizador 3. Con las mejores condiciones de reaccidn encontradas,
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se exploraron diferentes aldehidos, alquinos y aminas para ampliar el alcance de la

reaccion. Los resultados se muestran en la Tabla 2.2.

Las propargilaminas sintetizadas (19-30) fueron purificadas por cromatografia en
columna y se aislaron para calcular sus respectivos rendimientos. La propargilamina
nueva (28) que no habia sido preparada con anterioridad, fue caracterizada mediante
espectroscopia magnética nuclear de protén y carbono, y espectrometria de masas,

cuyos datos estan recogidos en la parte experimental.

R'(R
o 3 (1 %mol)
! npn AgNTf2 (1 %omol
H + —_R* HNRR Lo(_), SN
60°C.5h R
R R .
R=H R'=Ph 19 30
R =NO, R’ = Tolil
R=ClI
O
SN
RdtO 99% RdtO 99% RdtO 99% RdtO 98%

_oH U

N
Me Me ‘ Me
24 25 26
Rdto 96% Rdto 99% Rdto 82% Rdto 99%

d.r.3.4:1

()

SN
Me Me O,N O

Rdto 88% Rdto 98% Rdto 77% Rdto 75%

Tabla 2.2. Sintesis catalitica de propargilaminas 19-30 a través de la reaccidn de adicion de tres
componentes.

Se obtuvieron resultados muy buenos con rendimientos muy altos usando diferentes

aminas ciclicas secundarias como piperidina, morfolina o pirrolidinas, e incluso aminas
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secundarias no ciclicas tales como Et;NH y BuoNH. También se lograron buenos
resultados para el uso de diferentes aldehidos y alquinos. Para los aldehidos 4-
nitrobenzaldehido y 4-clorobenzaldehido, los cuales son sustancias sélidas, fue
necesaria la adicion de una pequeiia cantidad de 100 pl de CH3CN antes de comenzar la
reaccién; de lo contrario, el crudo de reaccion se tornaba muy denso y la agitacion era

realmente dificil.

Es destacable que el trabajo aqui presentado es uno de los escasos ejemplos en los que
se utiliza el catalizador de oro para promover este proceso y ademas con una carga
catalitica pequefia (1 %mol) y un tiempo de reaccién corto (5 h). Este estudio de catalisis
representa una mejora en la sintesis de propargilaminas en comparaciéon con otros
ejemplos publicados donde se han empleado varios complejos metalicos o sales de
metales como Ag(l),1*3 Cu(l),*** Zn(11)1*>1% o Ir(I1),%Y” entre otros, ya que en este caso se
logra llevar a cabo la catalisis con una menor carga de catalizador, tiempos de reaccién

mas cortos y una temperatura mas baja.

Ademas, éste es uno de los pocos ejemplos en los que se ha utilizado oro(l) en
comparacion con los demds ejemplos publicados, los cuales estan basados en el uso de
oro(lll) e incluso en ausencia de disolvente y sin la necesidad de atmdsfera inerte.
Alentada por estos resultados, siguiendo este método simple y efectivo, el siguiente

paso fue aplicar este sistema catalitico en la sintesis de las indolicinas 31-47 (Esquema

2.13).

R 3 (1 %mol) NR'R
G AgNTf2 (1 %mol ~Z N
Il 4t =R * HnRrR 2 2( ), N

SN 60°C, 5 h FX
o) ¢

Esquema 2.13. Reaccién de formacién de indolicinas
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~ 3 (1 Y%mol) NRR
IS %mol = N=
Wl Lyt =R * HNRR _AgNTf (1 %mol) - b )
SERASY 60°C, 5h 0N
. R

% R=Ph o i
R = Toli 31747

Py

Naftil R = CO,Et
R =CO,Me

@ q <\|j /\N/\ NBu, Q

Za— N Z— Za— T s
s N_/ ~ N_/ . N_/ s N_7/ ~ N_/ s N_7
36

\\/O

31 32 33 34 35 Me
Rdto 99% Rdto 99% Rdto 90% Rdto 82% Rdto 80% Rdto 95%
92%* 98%*
</o
N) (Nj /\N/\ NBu, O O
a T T N N N
=~ _N // =~ _N // ~ _N / ~ _N Y N T
~ _N Y/ ~ _N Y
OMe
o ~OEt g
Me Me Me Me
37 38 39 40 4 42
Rdto 99% Rdto 95% Rdto 80% Rdto 95% Rdto 66% Rdto 55%
95%* 98%*

Q Y NBuU
-

~ : 4NJ\ BN
g N_/ g N// N// N// N//
‘3‘3‘3 s
44 45 46 47

43
Rdto 85% Rdto 80% Rdto 90% Rdto 65% Rdto 85%
98%*

Tabla 2.3. Reactividad para la sintesis multicomponente catalizada con oro(l) de
aminoindolizinas. * Resultados obtenidos con el catalizador 4.

Bajo las mismas condiciones de reaccién optimizadas, los productos de 1-
aminoindolizina correspondientes se obtuvieron con muy buenos rendimientos en
tiempos de reaccidn cortos. La generalidad del protocolo/versatilidad de la catdlisis se
evalué mediante la sintesis de 1-aminoindolizinas sustituidas de diferente manera. La
reaccion entre piridina-2-carboxaldehido y 2-quinolincarboxaldehido con varias aminas
secundarias y alquinos terminales como el fenilacetileno proporciona los productos de
reaccion deseados en todos los casos utilizando 1 % mol de catalizador 3. Curiosamente,
los alquinos menos estudiados, etoxiacetileno y metoxiacetileno, también

proporcionaron los productos finales correspondientes con rendimientos moderados
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(Compuestos 41 y 42), aunque quedd material de partida sin reaccionar; quizds con

mayores tiempos de reaccion se puedan alcanzar mejores rendimientos.

Cuando el proceso se realizd con 2-quinolinacarbaldehido, las reacciones funcionaron
con aminas secundarias ciclicas (piperidina, morfolina y piridina) e incluso aminas
secundarias no ciclicas (dietilamina, dibutilamina y diisopropilamina), mas escasamente
empleadas hasta ahora en este proceso. Curiosamente, el 2-quinolincarboxaldehido
también se empled de manera eficiente en la reaccién con piperidina y diferentes
aminas secundarias no ciclicas dietilamina, dibutilamina y diisopropilamina con muy
buenos resultados. Aunque cuando se usé el 2-naftilquinolinacarbaldehido, los
productos finales se obtuvieron con valores de rendimiento un poco mds bajos en
comparacion con los obtenidos con 2-quinolinacarbaldehido. Para verificar la
efectividad del catalizador 3, probamos algunas reacciones modelo, y en todos ellos

también se obtuvieron muy buenos resultados (Tabla 2.3).

Las indolicinas sintetizadas (31-47) fueron purificadas por cromatografia en columna y
se aislaron para calcular sus respectivos rendimientos. Las indolicinas nuevas (34, 39-42,
44, 46 y 47), que no habian sido preparadas con anterioridad, fueron caracterizadas
mediante resonancia magnética nuclear de protéon y carbono, y espectrometria de

masas, cuyos datos estan recogidos en la parte experimental.

La formacidn de las propargilaminas y las indolizinas correspondientes puede explicarse
mediante el mecanismo representado en el Esquema 2.14 y esta basado en la quimica
del orp3839404142,4344,454647 (rytas a y b). En ambos casos, el aldehido reacciona
inicialmente con la amina secundaria para generar el ion iminio A. Como las bases
presentes en la reaccion no son capaces de desprotonar el alquino terminal por si
mismas, se prevé la formacion de un complejo intermedio de metal m-alquino,
implicando una activacién C — H del alquino por el catalizador de oro. El complejo B
deberia hacer que el protén del alquino sea mas acido y la abstraccion se ve favorecida.
El acetiluro C de metal generado in situ reacciona con el ion iminio A, dando lugar a la
formacién de propargilaminas, liberando el catalizador de oro para el ciclo catalitico
posterior (Esquema 2.14, ruta a). De lo contrario, si tenemos un aldehido de piridina
(Esquema 2.14, ruta b) una vez que se genera la propargilamina D correspondiente,

tiene lugar una ciclacion 5 endo-dig que produce el intermedio E. En esta etapa, se
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asume una posible activacién del alquino por el metal para permitir la ciclacién. Una
siguiente isomerizacion de E y la protonacion final de F liberaria el catalizador de oro

para comenzar con el ciclo catalitico.

Sintesis de propargilaminas (ruta @

o R2 R2
N7

H H

R —

Sintesis de indolicinas (ryta b)

H—

.
_______________ 4]
. R2 i 2 R 2
! ‘N-R2! R N-R
: N-R7 N,RT: H
I ! =
I . — C [Au]
Ny U] SSL
AN 1 H s N_/ R
\ 1 ' R
[ R____! protodeauraci" R _ _ E

isomerizacion
H+

Esquema 2.14. Posible mecanismo de reaccién.
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2.6. Actividad Bioldgica sobre Células Tumorales Humanas

Desde el descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino, se han centrado
muchos esfuerzos en el disefio racional de agentes anticancerigenos basados en metales
que puedan ser usados en quimioterapia. Algunos complejos metdlicos poseen
propiedades anticancerigenas, como es el caso de derivados de platino, y mas
recientemente compuestos de rutenio; pero también han sido objeto de atencidn los
complejos de oro, debido a los interesantes efectos antiproliferativos que presentan.
Entre ellos se han estudiado derivados tiolato y tiolatofosfina de oro(l) debido a su
similitud estructural con el auranofin, un farmaco utilizado en el tratamiento de la

artritis reumatoide. 118

Hasta la fecha se conocen numerosos ejemplos de carbenos N-heterociclicos de oro(l)
que poseen propiedades antitumorales,1%%29121 por lo que es de esperar que los
carbenos N-aciclicos (NACs), al tratarse de buenos ligandos o-dadores, muestren
también una excelente actividad citotdxica. Y en nuestro caso al tratarse de NACs con
tiolatos similares a las bases nucleicas, es de esperar una gran actividad bioldgica

antitumoral a la par que una menor cantidad de efectos secundarios in vivo.

Segun la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), el cdncer es una de las principales
causas de muerte en todo el mundo, concretamente es la segunda causa de muerte mas
importante en Europa, con mas de 1.7 millones de muertes cada afio. Europa concentra
% de diagndsticos de cancer siendo sélo 1/8 de la poblacién global. A nivel mundial, los
diferentes tipos de cancer causan aproximadamente 7.5 millones de muertes por afo.
Se cree que el 60% de los casos de cancer diagnosticados son causados por un estilo de
vida poco saludable: mala alimentacion, consumo de tabaco y alcohol y baja actividad
fisica.’??> Se conocen mas de 200 tipos diferentes de cdncer, pero los que mas
defunciones causan cada ano son los de pulmdn, estémago, higado, colon y mama, lo
que ha despertado gran interés en la investigacion de sintesis de compuestos con
propiedades anticancerigenas, asi como la investigacion sobre la patogénesis de la

enfermedad.

El cuerpo humano, como cualquier organismo vivo, estd compuesto por millones de

células que crecen, se dividen y mueren de una manera controlada y sincronizada. La
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division celular es un proceso importante durante los primeros afios de vida como parte
del crecimiento, al llegar a la vida adulta, la mayoria de las células solo se dividirian para
reemplazar las células dafiadas o moribundas. El cancer se origina a partir de una
mutacion en una célula, es decir, es una enfermedad genética. Las mutaciones pueden
bien heredarse, lo que supone solo el 10% de las mutaciones, o ser el resultado de algin
dano en el ADN por factores ambientales, como las sustancias nocivas en el tabaco,
humo (carcinégenos quimicos), radiaciéon UV de la luz solar (carcinégenos fisicos) o por

ejemplo el virus del papiloma humano (carcindgenos biolégicos).?3

Las mutaciones son inherentes a la vida, y una constante en las células de los organismos
vivos, sin embargo, las células tienen muchos mecanismos para reparar el dafio del ADN
y para evitar la replicacién del ADN y la proliferacion de la célula. Por lo general, el cancer
suele ser consecuencia de varias mutaciones y fallos para reparar el ADN dafiado. El
cancer puede describirse brevemente como la proliferacion no controlada de células
anormales con la capacidad de invadir otros tejidos e interrumpir sus funciones. En la
mayoria de los casos, las células cancerigenas forman un tumor, pero en algunos tipos
de cancer, como es el caso de la leucemia, las células cancerosas se propagan a través

del sistema circulatorio.

Las células cancerosas se pueden distinguir de las células normales por algunos rasgos

caracteristicos: 1%

- Proliferacion incontrolable: las células cancerosas no responden a sefiales de
inhibicién del crecimiento, que regulan el crecimiento y la divisién. Asi, las células

cancerosas contindan reproduciéndose en una velocidad rapida.

- Anaplasia o falta de diferenciacion celular, es decir, las células cancerosas no se

desarrollan o maduran en una funcién especifica, como células normales.

- Las células cancerigenas pueden separarse facilmente de las células vecinas ya que
carecen de una estructura superficial que las permite mantenerse unidas, una vez
separadas es mas sencillo que puedan llegar a los sistemas circulatorio y linfatico y
colonizar otras partes del organismo, lo que llevaria a la formacién de tumores

secundarios, un proceso que es conocido como metastasis.
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- Angiogénesis tumoral, es la formacidn de nuevos vasos sanguineos necesarios para los

tumores para obtener nutrientes para las células cancerosas y crecer.

En la lucha contra el cancer se emplean varias estrategias y la eleccidn del tratamiento
se basa en: el tipo de cancer, la etapa de la enfermedad y si existe metastasis (tumores
secundarios) o reaparicién del cancer. De entre estas estrategias, la quimioterapia o
empleo de compuestos quimicos capaces de destruir células cancerigenas ocupa un
papel importante, aunque suele combinarse normalmente con cirugia y radioterapia, a

lo que se llama tratamiento combinado o multidisciplinar.

Mediante el empleo de compuestos quimicos se ha logrado tratar de forma efectiva
algunos tipos de cancer, mientras que en otros casos se ha conseguido alargar la vida o
mejorar la calidad de vida del paciente. Los principales compuestos quimicos empleados
como farmacos en quimioterapia (segun tipo de cancer, estado de desarrollo del cancer,

forma de las células o metastasis) se pueden agrupar de la siguiente manera:

- Agentes alquilantes: sustancias que se unen covalentemente al ADN y alteran o evitan

la duplicacion celular, como la ciclofosfamida, cisplatino o carboplatino.

- Antimetabolitos: sustancias analogas a componentes naturales, como metotrexato
(analogo del acido fdlico), 6-mercaptopurina (andlogo de la purina), o 5-fluoracilo

(analogo de la pirimidina) que inhiben la sintesis de ADN.

- Antitumorales: que pueden actuar de distintas formas como doxorubicina o

bleomicina.
- Alcaloides: como el taxol o irinotecan.

Estos compuestos pueden ejercer su actividad citotoxica de diversas formas: como
inhibidores de la sintesis y/o transcripcién de ADN y ARN, alquilando o fragmentando el
ADN, como inhibidores de topoisomerasas y otras enzimas, o inhibiendo alguna etapa
del ciclo celular como la mitosis. Otras dianas importantes son proteinas, enzimas o la

membrana celular.

Desde el ultimo cuarto de siglo, los complejos de coordinacion de platino (cisplatino y
andlogos) son usados clinicamente en el tratamiento de distintos tipos de cancer. El

cisplatino ejerce su efecto citotdxico al unirse covalentemente al ADN y evitar su
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replicacion. La busqueda de nuevos agentes antitumorales, con mayor actividad,
selectividad, espectro de accion, menores efectos toxicos y que no generen resistencia
en las células cancerigenas es un campo de investigacion muy importante. Una de las
grandes problematicas con las que se topa la investigacion en torno al cancer son los
graves efectos secundarios que aparecen, ya que la terapia suele afectar tanto a células
tumorales como a las células sanas, por lo que es esencial el estudio de las células
tumorales con el fin de encontrar caracteristicas Unicas de dichas células que pueden

usarse como dianas farmacoldgicas especificas.

Con este objetivo, se ha llevado a cabo la preparacidon de un gran nimero de complejos
de coordinacion con metales distintos al platino, que actuen mediante distintos
mecanismos de accién y dianas. Algunos complejos de oro(l) presentan excelente
actividad antiproliferativa y resultados muy prometedores contra distintas lineas
celulares cancerigenas humanas. Concretamente, los complejos de oro(l) coordinados a
moléculas organicas con actividad bioldgica han demostrado buenas citotoxicidades,
presentando en algunos casos mejor actividad que los complejos de oro(l) de partida y

las moléculas organicas por separado, indicando algun tipo de efecto

sinérgico.125,126,127,128

Se ha encontrado que los complejos de oro poseen actividad como antirreumaticos,
pero también como anticancerigenos, inhibiendo las funciones mitocondriales e
induciendo apoptosis. Por ello, los complejos de oro han despertado un gran interés,
debido a que al actuar sobre la mitocondria pueden proporcionar nuevas estrategias
para inducir apoptosis en células tumorales. La derivatizacion de los complejos de oro(l)
con fosfinas y/o tiolatos puede mejorar su selectividad, mejorando la interaccion con
biomoléculas del organismo, reduciendo la toxicidad del complejo y mejorando las

propiedades farmacoldgicas como la biodistribucidon o absorcidn de dichos complejos.*?®

Para evaluar la actividad bioldégica de algunos de los complejos preparados en este
capitulo se han llevado a cabo estudios de citotoxicidad; estos estudios fueron llevados
a cabo en el Laboratorio de Apoptosis, Inmunidad y Cancer, de la Prof. Dra. Isabel Marzo,
del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la Universidad de

Zaragoza, con el que nuestro grupo realiza diversas colaboraciones.
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2.6.1. Estudio de la actividad citotoxica. Método MTT

Durante los ultimos 50 afios la quimioterapia ha jugado un importante papel en el
tratamiento del cdncer. Sin embargo, el éxito o fracaso de nuevas drogas para un
determinado tipo de cancer es dificil de predecir. La quimiosensibilidad in vitro es un
método atractivo para conocer a priori si ese tumor responderd a una pauta de
quimioterapia y para determinar la dosis éptima de tratamiento en las personas
afectadas con cdncer. Los criterios para medir la sensibilidad pueden expresarse de
diversas formas, pero lo mds corriente es expresar la concentracion de la droga que

produce un 50% de reduccidn de la colonia, 1Csg.13°

Dentro de los ensayos mas conocidos y utilizados se encuentra el estudio de la
citotoxicidad de complejos mediante el método del MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), que se utiliza para determinar el posible efecto
citotoxico de los complejos sobre células tumorales o cultivos primarios de células
normales, y fue el que se utilizé para el estudio de la actividad citotdxica de los

compuestos sintetizados en este trabajo.

El método del MTT o test de Mosmann fue desarrollado por Mosmann'3! en 1983, y tres
afios mas tarde, en 1986, fue modificado por Francois Denizot y Rita Lang.'3? Se trata de
un método colorimétrico simple, usado para cuantificar la viabilidad celular, la cual viene
determinada por el nUmero de células presentes en el cultivo. Se produce una reaccién
de reduccién del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) a
formazan, una reacciéon metabdlica que se lleva a cabo en las mitocondrias de las células
que sobreviven a la accidn citotdxica del complejo.33 EIl MTT es captado por las células
y reducido por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa a su forma insoluble
formazan (Figura 2.65). Esta forma insoluble queda retenida en las células y puede ser
liberada por solubilizacién de las mismas. Asi pues, se puede cuantificar la cantidad de
MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se produce un cambio de

coloracidn del amarillo al violeta, como consecuencia de la reaccidn de reduccién.3*
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Figura 2.65. Reduccidn del (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) a
formazan.
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La determinacién fotométrica del formazdn producido esta relacionada
proporcionalmente con el nimero de células que sobreviven a la accion citotéxica de
nuestro complejo (viabilidad celular). Por tanto, la capacidad de las células para reducir
el MTT constituye un indicador de medida de la viabilidad celular (capacidad de las

células para crecer y dividirse).

Para los compuestos de este capitulo se realizdé el estudio citotéxico en las lineas

celulares:

A549: células de adenocarcinoma alveolar humano.13°

HCT 116 WT, Wild Type: células epiteliales de carcinoma colorectal humano; presentan
una mutacién en el codén 13 del proto-oncogen Ras. Para el estudio de muerte celular

fueron utilizadas junto a la cepa DKO.36

HCT 116 DKO, Double Knock Out: células epiteliales de carcinoma colorectal humano
donadas por Vidal Jarauta, a las cuales se les ha suprimido el gen Bax y el gen Bak se ha
silenciado mediante shRNA. El DKO de Bax y Bak bloquea completamente la apoptosis

por via mitocondrial.
MiaPaca2: células de adenocarcinoma pancreatico humano.3’

Jurkat: es una linea celular inmortalizada de linfocitos T obtenida de la sangre periférica
de un nifio de 14 afos con leucemia linfoide aguda (LLA) la cual fue establecida a finales

de los afios 70(Figura 2.66).138
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Figura 2.66. Imagenes de las diferentes lineas celulares obtenidas de la biblioteca de imagenes
celulares de ATTC.**

En la parte experimental se describen con detalle los pasos seguidos previos al ensayo

MTT, como el medio de cultivo y la preparacion de las células en las placas “multi-well”.

Para realizar este analisis se preparan disoluciones de concentracién conocida en DMSO
gue posteriormente se diluirdn en el medio de cultivo; por este motivo, antes de realizar
cualquier ensayo, tenemos que comprobar la estabilidad de los compuestos. Para ello
se prepararon disoluciones 20 mM en DMSO de los compuestos que queriamos estudiar.
A continuacion, se prepararon disoluciones 10 M en solucidn bufer fosfato salino (PBS)
y se realizaron medidas de UV-visible a t=0 min, t=1h, t=5h y t=24h incubando dichas
disoluciones a 37°C, con la finalidad de observar si se produce algiin cambio o se generan
especies diferentes en el medio en el que se realizaran los ensayos. Todos los
compuestos estudiados resultaron ser estables bajo esas condiciones que simulan las

condiciones bioldgicas (Figura 2.46).
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Figura 2.67. Espectro de UV-visible que muestra la evolucion de la absorcidn a lo largo del
tiempo.

Una vez comprobada la estabilidad de los diferentes complejos metdlicos ya pudimos
pasar al estudio de su citotoxicidad mediante el ensayo MTT. Primeramente, se cultivan

III

las células correspondientes en las placas “multiwell” de 96 pocillos y se dejan 24h
incubando para que se adhieran al fondo de los pocillos. Posteriormente se preparan
disoluciones de los compuestos en DMSO de distintas concentraciones, en nuestro caso
inicialmente siempre realizabamos un barrido de concentraciones de 0.5 a 100 uM,

preparando disoluciones de cinco concentraciones diferentes: 0.5, 5, 25, 50 y 100 uM.

Figura 2.68. Eppendorfs con disoluciones de diferente concentracion y placa multiwell de 96
pocillos.
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Posteriormente se adicionan las distintas concentraciones de los complejos en estudio.

En la placa se pueden distinguir tres zonas:

- Control (8 pocillos, 12 columna): se adicionan 100 puL de una disolucion de 0.5 pl de

DMSO en 1 mL de medio de cultivo.

- Medio de cultivo (8 pocillos, ultima columna): se adicionan 200 pL de medio de cultivo

sobre pocillos sin células cultivadas.

- Adicion de complejos a distintas concentraciones (80 pocillos): se adicionan 100 pL de
distintas concentraciones (0.5, 1, 5, 10 y 25 uM) de los complejos en estudio, cada

medida se realiza por triplicado.

/1234567891010 O control
: O Medio
c O osu
D Q 1

F @

G @ v
H [ M

Figura 2.69. Esquema de distribucién de concentraciones y control en la placa multiwell.

Una vez afiadidas todas las diferentes concentraciones, dejamos incubar la placa en una
estufa a 37 °C con un 5% de CO; durante 24 horas, ya que la mayoria de compuestos

metalicos han penetrado y actuado ya en el interior de la célula a las 16 horas.

Figura 2.70. Imagenes de microscopio electrénico del control con células HCT 116 (izquierda),
células HCT 116 tras 16h de incubacién con una concentracion de 25 pM del compuesto 6
(derecha).
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Transcurrido este tiempo, se adicionan 10 plL de una disolucidon de MTT sobre cada uno
de los pocillos, y se vuelve a dejar incubar la placa en la estufa a 37 °C con un 5% de CO;
durante 2 horas, que es el tiempo necesario para la reduccién del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a formazan por la succinato deshidrogenasa
mitocondrial, tiempo tras el cual se elimina el medio, se afiaden 100 pL de DMSO en
cada uno de los pocillos, se agitan las placas para disolver los posibles cristales formados,
y se mide la densidad dptica de todos los pocillos en un espectrofotometro, con una

longitud de onda de 570 nm, cercana al color del formazan (violeta).

Figura 2.71. Pipeta multicanal afnadiendo el DMSO.

Al leer el ensayo MTT, se obtienen unos valores de absorbancia para el control (que se
considera el 100% de supervivencia celular) y los valores de absorbancia para cada
concentracion estudiada del complejo. El % de viabilidad celular (% VC) se calcula de la
siguiente forma:

D.0.(Concentraciéon X)

x 100
D.0.(Control)

%VC (Concentracion X) =
Donde % VC hace referencia al porcentaje de viabilidad celular y D.O. a la Densidad

Optica medida en el espectrofotémetro. La absorbancia se expresa como tanto por

ciento respecto al control.
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Figura 2.72. Ejemplos de placas “multi-well”, en ellas pueden distinguirse claramente las

células vivas, en color violeta debido al metabolismo del formazan, o muertas, incoloras
debido a que el efecto tdxico de los complejos afiadidos no permite que el MTT sea
metabolizado.

La representacion de los porcentajes de viabilidad celular frente a las distintas
concentraciones de compuesto adicionadas, permite obtener las distintas graficas dosis-
respuesta. Una vez obtenidas estas graficas, se obtiene el valor del ICsg por interpolacién
en el punto de 50% de Viabilidad Celular. El ICsp es el valor de concentracién de farmaco
afiadido que da lugar a una reduccion de la poblacién de células del 50%; es un
parametro muy importante y utilizado habitualmente para expresar la citotoxicidad de
los compuestos. Cuanto menor sea este parametro, menor concentracion de farmaco
es necesaria para reducir la poblacion de células cancerigenas a la mitad y, por tanto,

mas potente y citotdxico es el complejo.
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Figura 2.73. Grafica de viabilidad o supervivencia celular frente a la concentracién del complejo,
los valores se ajustan a una curva que nos da la concentracién que inhibe el 50% del crecimiento
celular, ICso.
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2.6.2. Estudio de la actividad citotoxica de complejos de oro(l)

Como bien se ha comentado en la introduccion anterior, algunos complejos de oro(l)
presentan excelentes propiedades antiproliferativas frente a diversas lineas celulares
tumorales. Una estrategia habitualmente utilizada en el disefio de nuevos agentes
antitumorales que contienen oro(l), consiste en la sintesis de andlogos de auranofin, un
complejo de oro(l) que contiene trietilfosfina y tioglucosa peracetilada. Por este motivo,
parte de la investigacidon recogida en este capitulo se ha basado en la sintesis de

complejos de oro(l) con tioderivados.

Los resultados de las medidas de citotoxicidad de varios complejos de oro(l) sintetizados

en el primer capitulo, se recogen a continuacién:

- 0
\ N \ nd OCOCH;
Y YV \ N
H,COCO
OCOCH, 15
o) 14 H,COCO 3

Figura 2.74. Compuestos estudiados en las diferentes lineas celulares.

Se llevd a cabo el estudio de la citotoxicidad de nuestros complejos mediante el
método del MTT frente a las lineas celulares humanas A549 (pulmdn), MiaPaca2

(pancreas), HCT (colén) y Jurkat (linfocitos T).
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Tabla 2.4: Compuestos 6-15 con su respectiva medida de citotoxicidad (ICso) para cada linea
celulary error estadistico de la misma.

A549 HCT WT Jurkat MiaPaca2
Compuesto IC50 % error IC50 % error IC50 % error IC50 + error
6 21.59+1.39 2.05+0.30 8.07+1.33  9.94+1.07
8 1.26 +0.30 9.60+1.70 6.76+0.33  3.44+0.51
9 4.25 +0.69 2.45+0.07 0.82+0.13 3.12+0.76
10 0.82 +0.05 1.08 £0.27 0.50+0.02 0.38x0.10
11 13.44 +1.04 0.61+0.11 0.65+0.01 1.75+0.15
12 0.43+0.01 0.95+0.14 515+0.95 3.30+0.25
13 2.34+0.47 422 +0.25 0.79+0.03  2.03+0.53
14 2.04 £0.19 2.68+0.30 3.69+0.44 1.60:0.17
15 1.30+0.12 1.09 +0.03 0.26 +0.03 1.49+0.24

Podemos observar como todos los compuestos medidos presentan una considerable
citotoxicidad, resultando especialmente interesantes los tiolato-carbenos de oro(l)

debido a sus bajos valores de ICsp.

Para la linea celular A-549 (pulmdn) los resultados de ICso son variables, los valores mas
destacables corresponden a los complejos 10 y 12, es decir, al biscarbeno de oro(l) con
piridina y al tiolato de oro(l) con tiocitosina respectivamente. También hay que destacar
el valor de ICsp de los complejos 8 y 15 (ICso = 1.26 uM y 1.30 uM).

Para la linea celular HCT (Cancer de colén) WT Il los resultados son bastante
prometedores en general, con valores de ICso en torno a 2 pM exceptuando los
compuestos 8 y 13 con ICsp en torno a 4 uM y 9 uM. Son destacables los valores de 1Cso
para el biscarbeno de oro(l) con ciclohexilo (compuesto 11) y el tiolato de oro(l) con

tiocitosina (compuesto 12).

Frente a la linea celular Jurkat (linfocitos) los resultados son muy prometedores, es
remarcable el valor extraordinariamente bajo de ICsp para los complejos 9, 10, 11, 13 y

15 siendo para todos ellos menor de 1 uM.

En el caso de la linea celular MiaPaca2 el biscarbeno de oro(l) con piridina (compuesto

10) muestra un valor de ICsp muy prometedor, 0.38 uM, si bien el resto de compuestos
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también son muy activos para esta linea ya que a excepcion del compuesto 6, el resto

de compuestos presentan todos valores inferiores o iguales a 3 uM.

En lineas generales podemos observar que los complejos orotiolato estudiados
muestran mayor citotoxicidad que los demas complejos de Au(l) con ligandos cloruro o
biscarbenos, podemos por tanto afirmar que los ligandos a los que el metal se encuentra
coordinado desempefan un importante papel en la citotoxicidad, siendo los tiolatos
unidos a oro los mas activos. Y ademas los biscarbenos son mas activos que los carbenos
orocloro, por lo que podemos concluir que los cloruros unidos a oro serian los ligandos

menos activos citotéxicamente (Figura 2.75).

> R:?—AUR
HN

NAC

Actividad

cl

Figura 2.75. Variacién de la actividad citotdxica en funcion del ligando unido al metal.
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Figura 2.76. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos
estudiados en la linea celular A549.
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Figura 2.77. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos
estudiados en la linea celular MiaPaca2.
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Figura 2.78. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos
estudiados en la linea celular HCT Il WT.
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Figura 2.79. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos
estudiados en la linea celular Jurkat.
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Valores IC,, para diferentes lineas celulares

25
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IC5o
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Compuesto 6 ;Compuesto8 Compuesto 9 Compuesto 10 Compuesto 11 Compuesto 12 Compuesto 13 Compuesto 14 Compuesto 15
H A549 21.59 1.26 4.25 0.82 13.44 0.43 2.34 2.04 13
B MiaPaca2 9.94 3.44 3.12 0.38 1.75 3.3 2.03 1.6 1.49
B HCT WT 2.05 9.6 2.45 1.08 0.61 0.95 4.22 2.68 1.09
Jurkat 8.07 6.76 0.82 0.5 0.65 5.15 0.79 3.69 0.26

Figura 2.80. Grafica comparativa de los diferentes valores de ICso encontrados para las
diferentes lineas celulares.

Observando la comparativa entre los valores de ICso obtenidos para las diferentes lineas
celulares, Figura 2.80, vemos que los complejos tiolato 12-15 y biscarbeno 10 y 11
presentan el mayor cardcter antiproliferativo en las lineas estudiadas. Para los
biscarbenos, probablemente el cardcter catidnico de dichos complejos les facilite la

entrada en la mitocondria donde se encuentra la tioredoxina reductasa.

2.6.3. Estudio de la selectividad citotdxica, Jurkat vs. Linfocitos

Realizamos también un estudio en células sanas humanas, linfocitos donados por el
Banco de Sangre y Tejidos de Aragén. Comparando los valores de ICso para los linfocitos
en relacidén a las células Jurkat pudimos analizar la selectividad de nuestros compuestos.
De este modo pudimos saber si nuestros compuestos eran selectivos para linfocitos o

no. A continuacién, mostramos los valores obtenidos.
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Tabla 2.5. Valores de ICsp para los compuestos estudiados en la linea celular de Jurkat

Compuesto
6

8
9
10
11
12
13
14
15

y linfocitos T.

120

60
40
20

0

% Supervivencia celular

Figura 2.81. Grafica con los valores de supervivencia celular para los compuestos estudiados en

100
80 -

\\\

Jurkat
IC50 % error
8.07+1.33

6.76 +0.33
0.82+0.13
0.50 £0.02
0.65+0.01
5.15+0.95
0.79+0.03
3.69+0.44
0.26 +0.03

linfocitos
IC50 % error
49.44+ 1.24

10.64 £1.12
3.86+0.25
1.51+0.16
5.86+0.74
11.69£1.16
58.21£0.94
0.52+0.11
2.19+0.01
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Figura 2.82. Grafica con los valores de supervivencia celular para los compuestos estudiados en
linfocitos.
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6 6.13
8 1.58
9 4.67
10 3.04
11 9.05
12 2.27
13 73.07
14 0.14
15 8.38

Tabla 2.6. Valores de selectividad calculados a partir de los ICso.

Con excepcion del complejo 14, todos los compuestos estudiados presentan mayor
toxicidad para las células tumorales en comparacion con células sanas. Hay que destacar
que los complejos 11, 13 y 15 presentan una muy alta selectividad e ICso

remarcablemente bajos para las células tumorales estudiadas.
2.6.4. Estudio de muerte celular

Una célula se considera que estda muerta cuando se da una de las siguientes

situaciones:14°

- Pérdida de la membrana celular.
- Fragmentacion del nucleo y de la célula.
- Fagocitosis de la célula o fragmentos de la misma por células préximas.

“The Nomenclature Committee on Cell Death”%? define varios tipos de muerte celular,
entre las cuales la apoptosis resulta la mas interesante, ya que se trata de una muerte
por asi decirlo limpia, que no desencadena una respuesta inflamatoria. Las células
apoptadticas no producen inflamacién, sino que se produce un desmontaje de la célula
de forma ordenada manteniendo la integridad de la membrana celular.

141 en su

En 1972 Kerr y colaboradores utilizaron por primera vez el término apoptosis;
publicacién describian un mecanismo de muerte controlado que se desarrollaba en dos
partes, una primera parte en la que el DNA se condensaba y la célula se dividia en

fragmentos con una estructura definida, mientras que en la segunda parte los cuerpos
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apoptoticos eran fagocitados por las células proximas (Figura 2.83). 1*2 Tras esta primera
descripcidn de la apoptosis, ésta siguio siendo estudiada durante las décadas de los 80
y 90, y se describieron caracteristicas nuevas del proceso como la fragmentacion del

DNA o la aparicion de fosfatilserina en el exterior de la membrana celular.
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Figura 2.83. Proceso de apoptosis.'*?
La apoptosis engloba dos vias distintas de actuacién; una via extrinseca que desarrolla
el fenotipo apoptdtico en respuesta a sefales extracelulares y una via intrinseca o
mitocondrial en la que la mitocondria desempena un papel clave (Figura 2.84).** Como
ya se ha comentado en la introduccdn general del Capitulo 1, diferentes estudios indican
que, a diferencia del platino, el oro no parece interaccionar con el DNA y se ha descrito

la tiorredoxina reductasa (TrxR) como principal diana de los complejos de oro (l) y

oro(lll), induciendo éstos la apoptosis por via mitocondrial.**
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Figura 2.84. Dos vias de apoptosis.'*?
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Es por ello por lo que decidimos realizar un ensayo MTT para las dos lineas celulares HCT

116 WT y DKO, siendo esta ultimas una cepa de células epiteliales de carcinoma

colorectal humano resistentes a la apoptosis por via mitocondrial; de manera que

pudiésemos probar si nuestros compuestos inducian la muerte celular via apoptosis o

bien mediante otro mecanismo de muerte celular. A continuacion, se muestran los

valores obtenidos:

6
8
9
10
11
12
13
14
15

Compuesto

HCT WT
IC50 % error
2.05+0.30

9.60+1.70
2.45+0.07
1.08 £ 0.27
0.61+0.11
0.95+0.14
4.22 +0.25
2.68+0.30
1.09+0.03

HCT DKO
IC50 % error
2.94 £ 0.60

13.45+£1.20
3.74+1.03
0.58 £ 0.06
1.53+£0.24
2.95+0.55
4.53+0.78
5.92+0.85
1.59+0.13

Tabla 2.7. Valores de ICsg para los compuestos estudiados en la linea celular de HCT WTy

DKO.
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Figura 2.85. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos

estudiados en la linea celular HCT Il WT.
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Figura 2.86. Grafica que muestra los valores de supervivencia celular para los compuestos
estudiados en la linea celular HCT DKO.

Al comparar los valores de ICso entre los dos tipos de lineas celulares HCT WT y DKO
resultan relativamente similares como para poder concluir que nuestros compuestos
actuan por una via diferente a la apoptosis. Observamos que los valores de ICso cuando
sembramos nuestros compuestos en la linea celular HCT DKO son en general
ligeramente superiores a los obtenidos para la linea HCT WT, pero no muy diferentes. La
interpretacion mas ldgica nos llevaria a pensar que nuestros compuestos pueden activar
la apoptosis, pero también otros mecanismos de muerte celular que no dependan de las
proteinas Bax y Bak, ya que cuando la muerte es por apoptosis las células HCT DKO

suelen ser muy resistentes.

Es por ello por lo que decidimos llevar a cabo un estudio de citometria de flujo para
obtener algo mas de informacién sobre el tipo de muerte celular que inducen los
complejos de oro(l) estudiados. La citometria de flujo es una tecnologia biofisica basada
en la utilizacidn de luz laser, empleada en el recuento y clasificacidon de células seguln sus
caracteristicas morfoldgicas, presencia de biomarcadores, y en la ingenieria de
proteinas. El objetivo de este estudio es averiguar si nuestros complejos inducen la

muerte por apoptosis en las células tumorales.
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Al iniciarse el proceso de apoptosis se modifica la disposicién de los fosfolipidos de la
membrana, de forma que el fosfolipido fosfatidil serina (PS) de la membrana pasa de la
cara interna a la externa de dicha membrana, quedando expuesta al medio externo. La
Anexina V es una proteina que presenta gran afinidad por las PS, de manera que se une
a las células apoptdticas, que poseen la PS en la parte externa, en una reacciéon
dependiente de los iones Ca?* La Anexina se conjuga con un fluorocromo (DY-634), para

identificar mediante citometria de flujo, el grado de apoptosis de la poblacion celular.

Annexin V Reagent
——Phosphatidylserine (PS)——

D Plasma membrane

Apoptotic cell *

Anexina afadida al medio Muerte celular por apoptosis
No hay fluorescencia en presencia de La exposicidn de los PS hacia la parte externa
células sanas, ya que tienen los PS localizados de la membrana hace que se unanala
en la parte interna de la membrana celular. Anexina produciendo una sefial fluorescente.

Figura 2.87. Unidn de la Anexina a los fosfolipidos fosfatidil serina (PS) de la membrana.*

Una vez que las células exponen sus PS, éstas permanecen en la superficie celular y las
células que estdn muertas son pues Anexina V- DY-634 positivas. De esta manera, podemos
distinguir las células que se encuentran en apoptosis (Anexina V- DY-634 positivas) y las
células vivas que seran negativas. Estos datos son recogidos en representaciones
denominadas Dot Plot; este tipo de representaciones son graficas que representan en el
eje de abscisas la intensidad de emisidon de fluorescencia en el canal FL4, y en el eje de
ordenadas el tamano celular de las células estudiadas, FSC-H, Forward Scatter (Figura

2.88).

Zona positiva:
Las células de esta rona
« han muerto via apoptosis

Tamaiio celular
&

Arexing V-DYEM+

FLA-H: Anaxdna DYE3

Intensidad fluorescencia, FL4

Figura 2.88. Esquema de grafica Dot Plot utilizada en citometria de flujo.
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A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos para los complejos estudiados:

Compuesto 11

_| oTf

oD g
VAN

L Ln

Inicialmente se realizé un estudio de nuevo a dos concentraciones diferentes sobre la
linea celular Jurkat y sobre Jurkat shBak, una cepa resistente a la apoptosis por via

mitocondrial, para ello se realizaron 6 medidas,
e Control, células Jurkat vector y Jurkat shBak sin anadir nuestro compuesto.
e Compuesto 11 a una concentracion de 10 uM sobre Jurkat vector y Jurkat shBak

e Compuesto 11 a concentracion de 20 uM sobre Jurkat vector y Jurkat shBak

Control Cpto11 10puM
® "
a |
/ | Jurkat vector
T i
S 6™ '
2 2
00
A V-DYB M+
200 - L 118 20
ﬂ‘ - 1] ; i =
wo :nl w': W? Wa mu 1\11 1ﬂE 1c|:j ] y
FL4-H:Anexina DY&34 FL4-H:Anexina DYG34
" 1®K
BOO
T 000
@
e Jurkat shBak
i A.... VOYEM e { “'"."".\:. Dvitsi s
0 T ] = I' &
10"' m' m"’ wll wd w\? IU‘ 10? 1“:l IID‘

FLA-H:Anexina DY634 FLA-H:Anexina DY&34

Figura 2.89. Graficas tio Dot Plot obtenidas para el estudio del compuesto 11 por citometria de
flujo en la linea Jurkat y Jurkat shBak.
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Observando las graficas podriamos concluir que, a dosis bajas, la linea celular Jurkat
shBak se ve protegida de alguna manera frente a la linea Jurkat vector, lo que quiere
decir que la muerte celular probablemente sea por apoptosis por via mitocondrial. A
dosis altas, sin embargo, no hay apenas diferencias entre las dos lineas celulares, lo que
qguerria decir que se activan otros mecanismos de muerte celular a concentraciones
altas. Jurkat shBak protege a concentraciones de 10-20 uM, pero a mayores
concentraciones deja de tener efecto, esto se aprecia en la distancia entre ambas

graficas de la Figura 2.90.

—

[=]

(=]
]

(-]
(=]
1

-~ Jurkat pLVTHM
-a~ Jurkat shBak

Annexin V-DY634* cells (%)

Comp 11 (uM)

Figura 2.90. Grafica obtenida para el estudio del compuesto 11 por citometria de flujo en la linea
Jurkat y Jurkat shBak.

Posteriormente se realizaron 3 medidas:
e Control, células Jurkat sin afiadir nuestro compuesto.

e Compuesto 11 a una concentracién de 10 uM + células Jurkat Z-VAD-fmk, que
es un inhibidor de caspasas que retrasa la apoptosis mitocondrial cuando ésta es

dependiente de caspasas.

e Compuesto 11 a concentracion de 20 uM + células Jurkat Z-VAD-fmk.
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Cpto 11l 10uM

+z-VAD-fmk
1® 1®
800 800
P T o0 T &0
-
o [5]
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FL4-H:Anexina DY634 FL4-H:Anexina DY634 FL4-H:Anexina DY634

Figura 2.91. Graficas tipo Dot Plot obtenidas para el estudio del compuesto 11 por citometria de
flujo en la linea Jurkat y Jurkat + Z-VAD-fmk.

Interpretando las graficas obtenidas podemos concluir que en el control estan todas en
el mismo tamafio y al afiadir nuestro compuesto podemos ver como el tamafio
disminuye drdsticamente, esto quiere decir que estdn muertas. A bajas
concentraciones podemos observar que el inhibidor de caspasas Z-VAD-fmk protege
frente a la apoptosis, ya que podemos observar que la mayoria de las células se
encuentran fuera de la zona positiva. Sin embargo, a altas concentraciones esta
proteccion es menor. Esto podemos observarlo mejor en la grafica de la Figura 2.92,
donde vemos una gran horquilla entre la grafica para el control y la grafica para el Z-
VAD-fmk para bajas concentraciones y sin embargo a altos concentraciones vemos que
esta horquilla disminuye. Esto quiere decir que a bajas concentraciones tiene lugar la
muerte celular por apoptosis mitocondrial dependiente de caspasas, pero a altas

concentraciones se activan otros mecanismos de muerte celular.
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Figura 2.92. Grafica obtenida para el estudio del compuesto 11 por citometria de flujo en la linea
Jurkat y Jurkat + Z-VAD-fmk.
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Compuesto 15

" \ N ﬁ
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Se realizé un estudio de nuevo a dos concentraciones diferentes sobre la linea celular
Jurkat y sobre Jurkat shBak, una cepa resistente a la apoptosis por via mitocondrial,

para ello se realizaron 6 medidas:
e Control sobre Jurkat vector y Jurkat shBak
e Compuesto 15 a una concentracion de 10 uM sobre Jurkat vector y Jurkat shBak

e Compuesto 15 a concentracion de 20 uM sobre Jurkat vector y Jurkat shBak

Control Cpto 15 10uM
; 1K |
{ I
:" 800
Jurkat vector
T T o0
Q Q
(7] w
w & 400 -
‘;; Ar-;;‘:i‘rn \i..:ws:;a .
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lll‘:l 1I'.I1 0 0 104 ‘nD 10‘ 102 103 104
FL4-H:Anexina DY634 FL4-H:Anexina DY634
1K 1K 7
T '."I.
g ,.
T8

Jurkat shBak

>,

/" Anexina V-DY634+ 200 | Anexina V-DY634+

200 \ 2.20% ’ Vo 61.3%
° YT T - T .. T 0 T T : T T —
10" 10 10" 10° 10 10° 10 10° 10° 10!
FL4-H:Anexina DY634 FL4-H:Anexina DY634

Figura 2.93. Gréficas tio Dot Plot obtenidas para el estudio del compuesto 15 por citometria de
flujo en la linea Jurkat y Jurkat shBak.
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En este caso, tanto para concentraciones bajas como para concentraciones altas, no
observamos un gran cambio entre la linea celular Jurkat vector y la linea Jurkat shBak,
en la grafica de la Figura 2.94, de nuevo vemos como ambas representaciones son casi
idénticas sin existir una proteccion de la linea Jurkat shbak. Por lo que podriamos
concluir que el compuesto 15 no induce la muerte por apoptosis via mitocondrial, sino

que induce otro tipo de mecanismo diferente.

100+

80+

-e- Jurkat pLVTHM
-m~ Jurkat shBak

Annexin V-DY634" cells (%)

20
c 1 L] L} Ll L L}
0 10 20 30 40 50
Comp 15 (uM)

Figura 2.94. Gréfica obtenida para el estudio del compuesto 15 por citometria de flujo en la linea
Jurkat y Jurkat shBak.

Posteriormente se realizaron 3 medidas:
e Control células Jurkat sin afiadir nuestro compuesto.

e Compuesto 15 a una concentracion de 10 uM + células Jurkat Z-VAD-fmk, que
es un inhibidor de caspasas que retrasa la apoptosis cuando ésta es dependiente

de caspasas.

e Compuesto 15 a concentracion de 20 uM + células Jurkat Z-VAD-fmk
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Figura 2.95. Graficas obtenidas para el estudio del compuesto 15 por citometria de flujo en la
linea Jurkat y Jurkat + Z-VAD-fmk.

Interpretando las graficas obtenidas podemos concluir que en el control estan todas en

el mismo tamafo y sin embargo al afiadir nuestro compuesto podemos ver como el

tamafio disminuye drasticamente, por lo que nuestro compuesto 15 también induce la

muerte celular. Pero en este caso la muerte celular estara inducida por un mecanismo

diferente a la apoptosis, ya que no observamos diferencia entre la linea celular Jurkat

vector y la inhibida con Z-VAD-fmk. Podemos observar en la gréfica de la Figura 2.96 que

ambas representaciones son practicamente idénticas y no existe horquilla entre si.
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Figura 2.96. Grafica obtenida para el estudio del compuesto 15 por citometria de flujo en la linea
Jurkat y Jurkat + Z-VAD-fmk.
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2.7. Conclusiones

A lo largo de este capitulo se ha llevado a cabo la sintesis de diversos carbenos N-
aciclicos de oro(l), asi como el estudio de procesos multicomponente (MCR) catalizados
por los complejos diaminocarbeno aciclicos de oro(l). Se probd la eficiencia de los
compuestos 3y 4 como precatalizadores en la preparacién de propargilaminas mediante
reacciones de acoplamiento A3. Se obtuvieron resultados muy buenos con rendimientos
muy altos usando diferentes aminas ciclicas secundarias como piperidina, morfolina o
pirrolidina, e incluso también con algunas no ciclicas como EtNH o Bu;NH. Cabe
destacar que el trabajo recogido en este capitulo es uno de los escasos ejemplos en los
que se utiliza un catalizador de oro(l) para promover reacciones de acoplamiento A3y
ademas con una carga catalitica pequefia (1 %mol) y un tiempo de reaccion corto (5 h).
Debido a los buenos resultados obtenidos, se aplicé el mismo sistema catalitico para la
sintesis de indolicinas bajo las mismas condiciones de reacciéon optimizadas. La
versatilidad de esta catalisis se evalué mediante la sintesis de aminoindolicinas
sustituidas de diferente manera, obteniéndose muy buenos resultados. Se propuso
también un mecanismo de reacciéon basado en la quimica del oro de activaciéon de

enlaces multiples C-C.

Por otro lado, en este mismo capitulo se desarrolld la sintesis de los complejos
biscarbeno oro(l) y tiolato basados en bases puricas y pirimidinicas del ADN y derivados
de azucares, que presentan una buena internalizacion y distribucidn celular. Se procedié
al estudio de la actividad citotdxica en diferentes lineas celulares (A549, HCT WT, HCT
DKO, Jurkat, linfocitos y MiaPaca2); en lineas generales todos muestran unos valores de
ICso excelentes, observando la tendencia de cada linea celular podemos afirmar que los
ligandos a los que el metal se encuentra coordinado desempeian un importante papel
en la citotoxicidad, siendo los tiolatos unidos a NAC-oro(l) los mas activos, seguidos por
los biscarbenos NAC-oro(l). Realizamos también estudios de selectividad de todos ellos
utilizando para ello linfocitos sanos cedidos por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragdn.
Podemos concluir que, a excepcidn del complejo 14, todos los complejos resultaban mas
toxicos para las células tumorales que para las sanas, destacando una alta selectividad
para los compuestos 11, 13 y 15. Nuestros compuestos resultaron muy activos y

selectivos a su vez, por lo que escogimos dos compuestos representativos y decidimos
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estudiar el tipo de muerte celular que inducian. Para ello se llevd a cabo una citometria
de flujo con diferentes concentraciones de los complejos 11 y 15 sobre células Jurkat
con Anexina-DY634. El compuesto 11 resultd que a bajas concentraciones inducia la
muerte por apoptosis mitocondrial dependiente de caspasas, sin embargo, el

compuesto 15 inducia la muerte celular por otro mecanismo diferente a la apoptosis.
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2.8. Parte Experimental
2.8.1. Instrumentacion

2.8.1.1. Andlisis Cuantitativo

Para los compuestos 3-6 hemos realizado andlisis cuantitativo elemental de carbono,
hidrégeno, nitrégeno y azufre (este ultimo en los compuestos que lo poseen). Dichos

analisis fueron realizados con microanalizadores Perkin-Elmer (240B o 2400).

2.8.1.2. Espectroscopia de RMN

La realizacion de los espectros 1D RMN de *H, 31P{1H}, °F y 13C{1H}, y los espectros 2D
RMN de COSY(*H-1H), HSQC(*H-3C) y HMBC(*H-13C), se han efectuado con la ayuda de
espectrofotémetros: Bruker ARX-300 y Bruker AV-400. Como disolventes se han
utilizado: cloroformo deuterado (CDCls), diclorometano deuterado (CD,Cl,), metanol
deuterado (CDsOD), acetonitrilo deuterado (CDsCN), tolueno deuterado(tolueno-ds) y
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds), y como estandar interno: mesitileno

(CeH3(CHs)3) para calcular la conversién en catalisis mediante *H RMN.

2.8.1.3. Espectrometria de Masas

La realizacidn de los espectros de masas se ha llevado a cabo en un espectrémetro VG
Autoespec, mediante la técnica de ionizacion ESI (Electrospray), y como analizador se
empled el analizador de tiempo de vuelo (Q-TOF). Como matriz se ha empleado 3-

nitrobencilalcohol (nba) y diclorometano o cloroformo como disolvente.

2.8.1.4. Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se realizaron utilizando un espectrofotometro Perkin-Elmer
100 FT-IR Spectrometer, que cubre un rango entre 4000 y 200 cm™, con accesorio de

solidos (ATR).

2.8.1.5. Estudios de espectroscopia

Los estudios de absorbancia fueron registrados en un espectrémetro Unicam UV-4y

Evolution 600.
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2.8.1.6. Estudios Estructurales por Difraccion de Rayos X
El estudio mediante esta técnica ha sido realizado por la Dra. M2 Dolores Villacampa y
la Dra. M2 Concepcién Gimeno. Para su resolucion se han utilizado los difractometros

Bruker Smart APEX CCD y Xcalibur Oxford Diffraction.

2.8.1.7. Estudios de Citotoxicidad

Los pasos previos a la técnica MTT son:

- Crecimiento celular en el medio de cultivo

- Contar las células del cultivo

- Siembra de las células en placas “multi-well” de cultivo
- Adicion de los complejos en estudio

- Técnica MTT

Cultivos celulares

Las células Jurkat se cultivaron en medio RPMI suplementado con un 5% de suero fetal
bovino, L-glutamina 2 mM vy antibidticos. Las células A-549, MiaPaca2, HCT 116 se
cultivaron en medio DMEM suplementado con un 5% de suero fetal bovino (SFB), 100
mg-mL?! de piruvato, 2.2 g-L'! de bicarbonato de sodio, 5 mL de aminoacidos no
esenciales (Invitrogen), L-glutamina 2mM y antibidticos.

Todas las células se cultivaron a 37 °C en atmdsfera al 5% de CO,. Las lineas celulares:
A-549, MiaPaca2, HCT 116 son adherentes por lo que para trabajar con las células vivas
sera necesario despegar las células del frasco mediante un tratamiento previo con

tripsina.

Medida de la proliferacion celular mediante el método MTT

Este método se utiliza para determinar el posible efecto citotéxico de los complejos
sobre células tumorales o cultivos primarios de células normales, mediante la relaciéon

entre el numero de células viables en los cultivos con la cantidad de cristales de azul
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formazéan producidos por oxidacion del bromuro del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol).

Las células se cultivaron a 2:10° células/mL (MiaPaca2, A-549 y HCT 116) o 10000
células/mL (Jurkat, linfocitos), en placas de 96 pocillos, con 3 réplicas por punto
experimental o concentracién, para cuatro concentraciones diferentes de los farmacos
obtenidas mediante distintas diluciones.

La preparaciéon de los compuestos quimicos se realizé el mismo dia del ensayo, ya que
los compuestos de oro por lo general son mds estables en estado sélido que en
disolucién. Se pesd una cantidad de 3 mg de cada compuesto y se afiadié el volumen
adecuado de DMSO para obtener una concentracién de 10 mM. Dado que el DMSO es
una sustancia toxica para las células si se presenta a mas de un 1% en volumen en el
medio, las siguientes disoluciones se realizaron con el medio completo, a fin de
disminuir la concentracion de DMSO. Se prepard una disolucién stock 1 mM (10%
DMSO) a partir de la anterior, con dicho stock se prepararon para cada compuesto las
cinco concentraciones a estudiar, 0.5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM. Estas diluciones
luego se anadirdn a un volumen semejante de medio de cultivo con células por lo que
las concentraciones se reducirdn a la mitad.

El cultivo se incubd durante 24 horas a 37 °C. Después, se afiadieron 10 pL de MTT (5
mg-mL?) a cada pocillo. Las placas volvieron a incubarse durante 2 horas a 37 °C, esta
vez en presencia del MTT. Los cristales de azul formazan generados se disolvieron
afiadiendo a cada pocillo 10 uL de DMSO. Por ultimo, se agitaron las placas en agitadores
especificos para disolver los posibles cristales de formazan generados, y se midio la

absorbancia de los pocillos a 490 nm con un lector de placas UV-Visible ELISA.

- Los procesos que requieren de centrifugacion se realizaron en una centrifuga modelo

Allegra X-15R (Beckmancoulter).

- Los estudios del mecanismo de muerte celular requirieron del uso de un citdmetro
modelo BD FACS Calibur (BD Biosciences), los datos obtenidos se analizaron con el

programa CellQuest Pro.

- Se tomaron imagenes de las células estudiadas utilizando en microscopio Nikon eclipse

TE300, el analisis de dichas imagenes se realizd mediante el programa Nikon ACT-1.
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- El mantenimiento de los cultivos se realizé en un incubador termostatizado modelo

HERA cell 150 (Thermo Fisher Scientific).

Estudio de muerte celular por citometria de flujo

Para el trabajo con células Jurkat se utilizaron placas de 24 pocillos y sembradas a 5-10%
células por pocillo (500ul). Tras 24 horas de incubacion se anadieron a la mitad de los
pocillos un inhibidor general de caspasas (z-VAD-fmk) quedando este a una
concentracion de 50 uM. Una hora mds tarde, se afiadia el compuesto a estudiar a

diferentes concentraciones, marcadas por el ICso obtenido en el ensayo anterior.

2.8.1.8. Estudio de las Propiedades Cataliticas

La purificacién de los productos de reaccidn se realizé por cromatografia en columna
usando gel de silice (0.063-0.200 mm). La cromatografia analitica en capa fina se realizd
en placas de gel silica 60-F de 0.25 mm.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear *H y 3C{*H}-APT se realizaron a
temperatura ambiente en un espectrdometro BRUKER AVANCE 400 (*H, 400 MHz; 13C,
100.6 MHz) y BRUKER AVANCE 11300 (*H, 300 MHz; 13C, 75.5 MHz), con desplazamientos
quimicos (ppm) referenciados respecto a los disolventes deuterados: CDCl;, CD,Cl,
CD3COCD3 y CDs0D. Los desplazamientos quimicos de RMN fueron descritos en la escala
relativa 6 a las referencias: CHCI3 (7.28 ppm), CH2Cl;(5.32 ppm), CH3COCHs (2.05 ppm)
and MeOH (3.31) para 'H RMN, y para la linea central de CDCl3 (77 ppm), CD2Cl> (54
ppm), CD3COCDs (29.84 ppm) and CD30D (49.0 ppm) para *3C APT RMN. Los espectros
de masas se llevaron a cabo en un espectrémetro BRUKER ESQUIRE 3000 PLUS, con la
técnica electroespray (ESI). Los espectros de infrarrojo en estado sélido fueron
obtenidos mediante un espectrédmetro PerkinElmer FT-IR equipado con un accesorio

universal de muestreo ATR.

2.8.2. Preparacion de los productos de partida.
La preparacion de los productos de partida se ha llevado a cabo mediante los métodos
indicados en las correspondientes referencias bibliograficas:

e [AuCl(tht)] %6 (tht= tetrahidrotiofeno)
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Los isocianuro complejos de partida ya conocidos#” [AuCI(CNR)] (R = cyclohexyl
(1), 'Bu (2)), se han preparado por reaccién en diclorometano de [AuCl(tht)] y
una cantidad equimolecular del isocianuro correspondiente CNR. Todos los
reactivos eran comerciales, y los disolventes no fueron purificados ni secados.
Ag0;,por un lado, se prepara una disolucién de AgNO3 (11 mmol, 1.88 g) en 10mL
de H,0 destilada, por otro otra disolucién de NaOH (11.2 mmol, 0.45 g) en otros
10mL de H,O destilada y se afiade sobre la primera disolucion; dejandolo
reaccionar durante dos minutos fuera del alcance de la luz. Transcurrido ese
tiempo se produce la formacion de un precipitado de color marrén, se filtra la
disolucién y se lava el precipitado con agua destilada (2 veces con 5mL), éter
dietilico (2 veces con 5mL) y acetona (2 veces con 5mL) y se seca al aire.
[(CNCy)Au(CNCy)]OTf A una disolucion de preparada in situ de [Au(tht),](OTf) en
20mL de diclorometano, se le afiade (447uL, 3.6mmol) de isocianuro de
ciclohexilo y se mantiene bajo agitacién durante dos horas a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo el volumen se reduce a vacio a 5 mL, y
posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la precipitacion de
[(CNCy)Au(CNCy)]OTf que es obtenido mediante filtracion.

[Au(tht),](OTf)48

2.8.3. Preparacion Nuevos Compuestos

Procedimiento general para la sintesis de los complejos 3 y 4.

A una disolucién de [AuCI(CNR)] (R = Cy (0.0683 g, 0.2 mmol), R = 'Bu (0.0613 g, 0.2

mmol) en 20 mL diclorometano se le afiade 1,2-ciclohexanodiamina (0.0228 g, 0.2

mmol) y se mantiene bajo agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas.

Transcurrido ese tiempo aparece un precipitado blanco, este sélido se separa por

filtracion, se lava con n-hexano y se seca, dando lugar a los compuestos 3 y 4

respectivamente.
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Complejo 3. Rendimiento: 0.0793 g (87%). Analisis elemental para Ci3H25AuCIN;3 (455.78
g/mol). Calculado: C 34.26, H 5.53, N 9.22. Encontrado: C 33.95, H 5.35, N 9.14. *H RMN
(CDs0OD, 400 MHz) 6 4.53-4.43 (m, CHcy), 4.36-4.22 (m, CHcy), 4.14-4.04 (m, CHcy), 3.94-
3.86 (m, CHcy), 3.85-3.77 (m, CHcy), 3.56-3.46 (m, CHcy), 3.42-3.34 (m, CHcy), 2.28-1.17
(m, CHacy). 3C-APT RMN (CD30D, 101 MHz) & 191.0 (s, Ccarbeno), 190.9 (s, Cearbeno), 68.9
(s, CH), 68.7 (s, CH), 68.3 (s, CH), 68.1 (s, CH), 67.9 (s, CH), 67.7 (s, CH), 67.2 (s, CH), 67.0
(s, CH), 60.5 (s, CH), 60.3 (s, CH), 60.2 (s, CH), 59.2 (s, CH), 59.1 (s, CH), 58.7 (s, CH), 58.4
(s, CH), 58.3 (s, CH), 57.9 (s, CH), 53.1 (s, CH), 53.0 (s, CH), 35.9 (s, CH), 35.8 (s, CH2),
35.7 (s, CH2), 35.6 (s, CH2), 35.5 (s, CHa), 35.4 (s, CH2), 35.3 (s, CH2), 35.0 (s, CH2), 34.9 (s,
CH2), 34.8 (s, CHz), 34.6 (s, CH2), 34.5 (s, CH2), 33.2 (s, CH), 33.1 (s, CH2), 33.0 (s, CH2),
33.0 (s, CH2), 32.9 (s, CHy), 32.8 (s, CHy), 32.5 (s, CH3), 27.0 (s, CH), 26.9 (s, CHy), 26.4 (s,
CH2), 26.2 (s, CH), 26.1 (s, CH2), 25.9 (s, CH2), 25.7 (s, CHz), 25.0 (s, CH2), 24.9 (s, CH2),
24.8 (s, CH2). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-CI]* (100 %) calculado para CizHasAuNs3
420.1709; encontrado 420.1759. IR: v (NH): 3068, 2923, 2854; v (Au-Cl): 310 cm™. [a]p?°
-1.12 (c 0.23, MeOH).

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
5.1 50 4.9 4.8 47 46 45 4.4 43 4.2 41 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 25 2.4 23 2.2 21 20 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1

f1 (ppm)
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1 (ppm)

Complejo 4. Rendimiento: 0.0627 g (73%). Analisis Elemental para C11H23AuCIN; (429.74
g/mol). Calculado: C 30.74, H 5.39, N 9.78. Encontrado: C 30.48, H 5.31, N 9.79. 'H RMN
(CD30D, 400 MHz) 6 4.47-4.37 (m, 1H, CHcy), 3.43-3.34 (m, 1H, CHcy), 2.24-2.15 (m, 1H,
CHacy), 2.03-1.91 (m, 2H, CHacy), 1.90-181 (m, 1H, CHacy), 1.56 (s, 9H, CHs), 1.64-1.27
(m, 4H, CHacy). 3C-APT RMN (CDs0D, 101 MHz) 6 192.0 (s, 1C, Ccarbeno), 69.4 (s, 1C, CH),
58.3 (s, 1C, CH), 54.1 (s, 1C, CMes), 35.5 (s, 1C, CH), 33.2 (s, 1C, CH,), 31.6 (s, 3C, CH3),
26.9 (s, 1C, CHy), 24.9 (s, 1C, CH3). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* (100%) calculado
para C11H24AuCIN3 con m/z = 430.1319, encontrado: 430.1327; [M-CI]* (100%) calculado
para Ci11H23AuN3 394.1552, encontrado 394.1524. IR: v (NH): 3107, 2957, 2885; v (Au-
Cl): 301 cm™.
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 5 y 6.

A una disolucién de [AuCI(CNR)] (R = Cy) (0.0683 g, 0.2 mmol) en 20 mL diclorometano

se le aflade (1R,2R)-1,2-ciclohexanodiamina (0.0114 g, 0.1 mmol) y se mantiene en

agitacion a temperatura ambiente 4 dias. Transcurrido ese tiempo el volumen se reduce

avacio a5 mlL, y posteriormente mediante la adicién de hexano se logra la precipitacidon

de 5 que es obtenido mediante filtracién.
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Complejo 5. Rendimiento: 0.0502 g (63%). Analisis Elemental para CyoH3sAu,ClaNa
(797.38 g/mol) Calculado: C 30.13, H 4.55, N 7.03. Encontrado: C 30.54, H 4.80, N 6.94.
14 RMN (CDsOD, 400 MHz) & 4.53-4.42 (m, CHcy), 4.37-4.26 (m, CHcy), 4.19-4.06 (m,
CHcy), 3.89-3.77 (m, CHcy), 3.56-3.45 (m, CHcy), 3.44-3.33 (m, CHcy), 2.25-1.13 (m,
CHacy). 33C-APT RMN (CD30OD, 101 MHz) 6 190.9 (s, Ccarbeno), 185.9 (s, Cearbeno), 185.8 (s,
Cearbeno), 68.9 (s, CH), 68.7 (s, CH), 68.3 (s, CH), 68.1 (s, CH), 60.5 (s, CH), 58.3 (s, CH), 58.3
(s, CH), 57.8 (s, CH), 56.4 (s, CH), 56.4 (s, CH), 56.3 (s, CH), 53.1 (s, CH), 53.0 (s, CH), 35.8
(s, CH2), 35.7 (s, CH2), 35.6 (s, CH2), 35.6 (s, CHa), 35.0 (s, CH2), 34.9 (s, CH2), 34.8 (s, CH2),
33.2 (s, CH2), 33.1 (s, CH2), 33.0 (s, CH2), 32.9 (s, CH3), 32.5 (s, CHy), 27.0 (s, CH2), 26.9 (s,
CH,), 26.4 (s, CHy), 26.2 (s, CH), 26.0 (s, CH), 25.7 (s, CH), 25.0 (s, CH3), 24.9 (s, CH,),
23.8 (s, CHz). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-CI]* (100 %) Calculado para CaoH3sAu2CINg
761.1954; Encontrado 761.1910. IR: v (NH): 3048, 2926, 2851; v (Au-Cl): 322 cm™. [a]p?°
-26.07 (c 0.21, MeOH).

30
1 (ppm)
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A una disolucién de [AuCI(CNR)] (R = Cy) (0.0683 g, 0.2 mmol) en 20 mL diclorometano
se le afiade (1R,2R)-(-)-N-p-tosil-1,2-ciclohexanodiamina (0.0537 g, 0.2 mmol) y se
mantiene en agitacién a temperatura ambiente 24 horas. Transcurrido ese tiempo el
volumen se reduce a vacio a 5 mL, y mediante la adicion de hexano se logra la

precipitacion de 6 que es obtenido mediante filtracion.
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Complejo 6. Rendimiento: 0.0829 g (68%). Analisis Elemental para CyoH31AuCIN30,S
(609.97 g/mol): C 39.38, H 5.12, N 6.90. Encontrado: C 39.17, H 5.12, N 6.69. 'H RMN
(CD2Cl;, 400 MHz) 6 7.89-7.83 (m, rotdmero A, Ph), 7.77-7.70 (m, rotdmero B, rotdmero
C, Ph), 7.38-7.28 (m, rotdmero A, rotdmero B, rotamero C, Ph), 4.00-3.79 (m, CHcy), 3.47-
3.34 (m, CHcy), 3.29-3.00 (m, CHcy), 2.43 (s, rotamero B o C, CH3), 2.42 (s, rotdmero B o
C, CHs), 2.41 (s, rotdamero A, CHs), 2.30-1.02 (m, CHacy). 3C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz)
5144.4 (s, Ph), 144.3 (s, Ph), 139.0 (s, Ph), 138.8 (s, Ph), 138.5 (s, Ph), 130.4 (s, Ph), 130.3
(s, Ph), 127.5 (s, Ph), 127.3 (s, Ph), 127.1 (s, Ph), 64.1 (s, CH), 63.8 (s, CH), 59.4 (s, CH),
57.8 (s, CH), 57.4 (s, CH), 57.3 (s, CH), 54.9 (s, CH), 52.0 (s, CH), 35.3 (m, CHacy), 34.6 (m,
CHacy), 34.5 (m, CHacy), 33.1 (m, CHacy), 32.5 (m, CHacy), 32.1 (m, CHacy), 31.8 (m,
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CHacy), 25.8 (m, CHacy), 25.7 (m, CHacy), 25.6 (m, CHacy), 25.4 (m, CHacy), 25.3 (m,
CHacy), 25.1 (m, CHacy), 25.0 (m, CHacy), 24.8 (m, CHacy), 24.7 (m, CHacy), 24.5 (m,
CHacy), 21.8 (s, 1C, CHs). [M-CI]* (100%) Calculado para CaoH31:AuN3O,S 574.1797;
Encontrado 574.1829. IR: (NH): 3084, 2926, 2855; (Au-Cl): 312 cm™.

o)
Procedimiento para la sintesis de los complejos 7-9.
A una disolucién que contiene 0.0342 g (0.1 mmol) de [AuCI(CNCy)] en 25 mL de
diclorometano se le anaden 12.88 uL (0.21 mmol) de (S)-1-feniletan-1-amina a
temperatura ambiente y se deja agitando 24 horas. Transcurrido ese tiempo el volumen
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la

precipitacion de 7 que es obtenido mediante filtracién.
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Rendimiento: 0.0110 g (56%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 7.42-7.20 (m, CHar), 6.66 (s,
NH), 5.68 (s, NH), 4.45 (s, CHrot), 4.11 (s, CHrot), 3.97-3.82 (m, CHgy,rot), 3.33-3.23 (m,
CHeyrot), 1.38-1.62 (M, CHaqy), 1.26-0.7 4(m, CHagy), 1.54 (d, CHayot), 1.36 (d, CHs,rot).
13C-APT RMN (CD-Cl>, 101 MHz) & 130.1 (s, CHar), 129.4 (s, CHar), 129.3 (s, CHar), 129.0
(s, CHar), 128.9 (s, CHar), 127.2 (s, CHar), 126.9 (s, CHar), 126.3(s, CHar), 126.2(s, CHar),
59.9(s, CHey,rot), 59.1 (s, CHey,rot), 54.4 (s, CHch3rot), 50.9 (s, CHcha rot), 26.0 s, CH3 rot), 24.6
s, CHsz rot), 25.5 (s, CH2,¢y),25.2 (s, CHa,¢y), 24.9 (s, CHa,¢y), 24.3 (s, CHa,ey), 24.2 (s, CHa,qy).
HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+Na+H]* (100 %) Calculado para CisH21AuCIN; 485.0998;
Encontrado 485.1029. IR: v (C=N):1567 cm™, v (NH): 3027, 2926 cm™, v (Au-Cl): 301

cm™L.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95
1 (ppm)
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A una disolucién que contiene 0.0683 g (0.2 mmol.) de [AuCI(CNCy)] en 25 mL de
diclorometano se le afiaden 0.0299 g (0.2 mmol) de (1R, 2S)-(+)-cis-1-amino-2-indanol a
temperatura ambiente y se deja agitando 24 horas. Transcurrido ese tiempo el volumen
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la

precipitacion de 8 que es obtenido mediante filtracién.
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Rendimiento: 0.0578 g (59%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.32-7.22 (m, CHar), 4.31 (m,
CHa,ar), 3.96-3.87(m, CHa,cy), 3.05 (m, CHnn), 2.82 (m, CHon), 2.85 (s. OH), 2.22-1.90 (s,
CHa,ey), 1.86-1.66 (s, CHa.cy), 1.53-1.36 (s, CHa,c).23C-APT RMN (CD2Cl,, 101 MHz) & 128.3
(s, CHar), 127.3 (s, CHar), 125.8 (s, CHar), 124.4 (s, CHar), 73.3 (s, CHon), 59.3 (s, CHnn), 55.6
(s, CHipso), 39.9 (s, CHa,ey), 32.1 (s, CHay), 25.1 (s, CHa,ey), 23.2 (s, CHaey).

HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-CI-H] (100 %) Calculado para CigH22AuCIN,O 455.1392;
Encontrado 455.1391. IR: v (C=N):1567 cm™, v (NH): 3314, 2933 cm™, v (Au-Cl): 310

cm™L.

T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10
1 (ppm)
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A una disolucidon que contiene 0.1024 g (0.3 mmol.) de [AuCI(CNCy)] en 25 ml de
diclorometano se le afaden 0.0570 g (0.3 mmol) de N-(piridilmetil)ciclohexano a
temperatura ambiente y se deja agitando 24 horas. Transcurrido ese tiempo el volumen
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicidon de n-hexano se logra la
precipitacion de 9 que es obtenido mediante filtracién.

ClAu Hp 1
H |
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Rendimiento: 0.1242 g (78%). 'H RMN (CDCl,, 400 MHz) 6 8.79 (s, NH), 8.51 (d, CHar,2),
7.76 (t, CHara), 7.36 (d, CHars), 7.28 (t, CHar3), 4.86-4.74 (m, Hy), 4.14-4.05 (m,
CHqy),2.03-1.02(m, CHy,¢,).23C-APT RMN (CD,Cly, 101 MHz) & 192.8 (s, Cearbeno), 156.5 (s,
Cipso,py), 149.0 (s,CHgy), 138.4 (s,CHyy), 123.8 (s,CHgy), 123.7 (s,CHgy), 69.6 (s,CH¢y), 59.9
(s,CHey), 51.0 (s,CH2), 34.4 (s,CHacy), 32.8 (s,CHay), 26.3 (s,CHaqy), 25.9 (s,CHay),
24.9(s,CHa,cy). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+Na]* (100 %) Calculado para
C19H20AUCIN3 554.1608; Encontrado 554.1604, [2M-Cl]" (100 %) Calculado para
C3sH3sAu2Cl2Ng 1027.3737; Encontrado 1027.3760 IR: v (C=N):1587 cm™, v (NH): 2932
cm™, v (Au-Cl): 325 cm™.
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il
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 10-11.

A una disolucion que contiene 0.2070 g (0.5 mmol) de [(CNCy)Au(CNCy)]OTf en 25 ml de
diclorometano se le afaden 0.1903 g (1.0 mmol) de N-(piridilmetil)ciclohexano a
temperatura ambiente y se deja agitando 7 horas. Transcurrido ese tiempo el volumen
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la

precipitacion de 10 que es obtenido mediante filtracidn.
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Rendimiento: 0.4013 g (81%). 'H RMN (CDCl,, 400 MHz) 6 9.51 (s, NH), 8.53 (d, CHar,2),
7.80 (t, CHara), 7.42 (d, CHars), 7.33 (t, CHar3), 4.57-4.51 (m, CHqy), 4.45 (s, CH,), 4.04-
3.09 (M, CHey), 2.07-1.09 (M, CH2,¢,). 3C-APT RMN (CD:Cl, 101 MHz) & 205.2 (s, Cearbeno),
156.3 (s, Cipsopy), 149.0 (s,CHpy), 138.7 (5,CHpy), 123.4 (s,CHpy), 124.0 (s,CHp,), 69.1
(s,CHey), 59.3 (s,CHey), 51.4 (s,CHa), 34.8 (5,CHacy), 32.8 (s,CHay), 26.4 (5,CHagy), 25.7
(s,CHz,y), 25.1 (s,CH2,y). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-OTf]* (100 %) Calculado para
C3gHssAuNg 795.4383; Encontrado 795.4414, IR: v (C=N):1588 cm™, v (NH): 2927 cm™,
v (OTf): 1266, 1219y 1030 cm™2.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.t
f1 (ppm)
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A una disolucion que contiene 0.2070 g (0.5 mmol) de [(CNCy)Au(CNCy)]OTf en 25 ml de
diclorometano se le anaden 0.2000 g (1.0 mmol) de N-(piridilmetil)-2-piridina a
temperatura ambiente y se deja agitando 7 horas. Transcurrido ese tiempo el volumen
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la

precipitacion de 11 que es obtenido mediante filtracion.

11

Rendimiento: 0.6857 g (68%). 'H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 9.51 (s, NH), 8.49 (d, CHar.2),
8.47 (d, CHar,2), 7.64 (t, CHara), 7.59 (t, CHar#), 7.26 (d, CHar3), 7.19 (d, CHar3), 7.17 (d,
CHarz), 6.69 (t, CHars), 5.15 (s, CHa), 4.47 (s, CH,), 4.00-3.86 (m, Hey), 1.97-1.16(m,
CHaz,¢).33C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz) & 206.1 (s, Cearbeno), 156.3 (s, Cipsopy), 154.9 (s,
Cipsopy), 150.2 (s,CHpy), 148.9 (s,CHpy), 138.4 (s,CHpy), 137.4 (s,CHpy), 124.5 (s,CHpy), 124.1
(s,CHpy), 123.6 (s,CHpy), 122.3(s,CHpy), 63.9 (s,CH2), 59.0 (s,CHy), 56.3 (s,CHa), 34.6
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(s,CHz,cy), 25.6 (s,CHa.cy), 24.9 (s,CH2,,). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-OTf]* (100 %)
Calculado para CssHasAuNg 814.3740; Encontrado 814.366 IR: v (C=N):1547 cm™, v
(NH): 2987cm™, v (OTf): 1258, 1224,1136 y 1029 cm™.

) I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
1 (ppm)

Procedimiento para la sintesis de los complejos 12-15.

A una disolucién que contiene 0.0530 g (0.1 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de
diclorometano se le anaden 0.1400 g (1.5mmol) de carbonato de potasio como agente
desprotonante, y 0.0128 g (0.1 mmol) de 2-tiocitosina a temperatura ambiente y se deja
agitando 3 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucién resultante se filtra a través de
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tierra de diatomeas para eliminar el cloruro de potasio formado, y la disolucion filtrada
se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la

precipitacion de 12 que es obtenido mediante filtracion.

Hl\/l A
A ,
J [ T
N
g
\ N
4
NH, 12

Rendimiento: 0.0405 g (65%). *H RMN (CD-Cly, 400 MHz) 6 8.52 (d, CHpy2), 8.41 (s, NH),
7.85 (t, CHara), 7.76 (t, CHara), 7.37 (d, CHar,s), 7.26 (t, CHar3), 6.00 (d, CHar,3), 5.00 (m,
Hey),4.68 (s,NH), 4.44 (s, CH3), 4.26(m, Hey), 2.10-1.04 (m, CHa,c,).3C-APT RMN (CD:Cl;,
101 MHz) 6 202.3 (s, Cearbeno), 162.5 (S, Cipso,py), 156.8 (S, Cipso,), 155.9 (s,CHeitosina), 149.1
(s,CHpy), 138.2 (s,CHpy), 123.6 (s,CHpy), 123.6 (s,CHpy), 99.9 (s,CHcitosina), 68.8 (s,CHcy), 59.2
(s,CH2), 50.8 (s, CHz), 34.6 (s,CHzy), 32.8 (s,CHzcy), 30.2 (s,CHzcy), 26.1 (s,CHay),
25.9(s,CHa,¢y), 25.0 (s,CHz,cy). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* (100 %) Calculado para
Ci9H20AuN3 623.2260; Encontrado 623.2226 IR: v (C=N):1572 cm™, v (NH): 2987 y
2901cm™, v (Au-S): 404 cm™,

T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
1 (ppm)
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1 oo
A una disolucién que contiene 0.0530 g (0.1 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de
diclorometano se le afladen 0.1400 g (1.5mmol) de carbonato de potasio como agente
desprotonante, y 0.0111 g (0.1 mmol) de 2-mercaptopiridina a temperatura ambiente y
se deja agitando 3 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucion resultante se filtra a
través de tierra de diatomeas para eliminar el cloruro de potasio formado, y la disolucion
filtrada se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicién de n-hexano se

logra la precipitacion de 13 que es obtenido mediante filtracion.

Rendimiento: 0.03705 g (61%). 'H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 8.59 (s, NH), 8.51 (d, CHar2),
8.17 (d, CHar2), 7.75 (t, CHara), 7.50 (t, CHar), 7.38 (d, CHars), 7.28 (d, CHars), 7.17 (d,
CHars), 6.77 (t, CHars), 5.00-4.89 (m, Hey), 4.4 (s, CH,), 4.21-4.17 (m, Hey), 2.03-1.15(m,
CHa,¢,).13C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz) & 168.6 (S, Cipso,py), 156.7 (S, Cipsopy), 149.0
(,CHpy), 138.4 (s,CHpy), 135.0 (5,CHpy), 127.2 (s,CHpy), 123.7 (s,CHpy), 123.6 (5,CHpy), 117.8
(s,CHpy), 68.8 (s,CHey), 59.1 (s,CHey), 50.9 (s,CHa), 34.5 (s,CHay), 32.8 (s,CHaq), 36.2
(s,CHaey), 25.9 (s,CHaqy), 25.0 (s,CHae). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* (100 %)
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Calculado para CasH34AuN4S 607.2164; Encontrado 607.2175 IR: v (C=N):1571 cm™, v
(NH): 2925cm™, v (Au-S): 402 cm™,

MUIMJ_LM

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 o

A una disolucidon que contiene 0.0530 g (0.1 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de
diclorometano se le afiaden 0.1400 g (1.5mmol) de carbonato de potasio como agente
desprotonante, y 0.0128 g (0.1 mmol) de 2-tiouracilo a temperatura ambiente y se deja
agitando 3 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucidn resultante se filtra a través de

tierra de diatomeas para eliminar el cloruro de potasio formado, y la disolucién filtrada
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se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicién de una mezcla 1:1 de n-

hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 14 que es obtenido mediante filtracion.

4
HN/\ N S~ l 3
AZ// 2 \N 2
S/ : "
N
2QH
3
o) 14

Rendimiento: 0.0364 g (58%). *H RMN (CD,Cl;, 400 MHz) § 9.66 (s, NH), 8.87 (s, NH),
8.55 (d, CHar,2), 7.76 (t, CHar4), 7.69d, CHar>), 7.31 (t, CHars), 7.29 (d, CHar3), 5.95 (d,
CHar3'), 4.87-4.76 (M, Hey), 4.44 (s, CH3), 4.16-4.05 (m, Hcy), 2.00-1.04 (m, CH3,).13C-APT
RMN (CD.Cl;, 101 MHz) 6 155.4 (s,CHtiouracilo,3), 149.03 (s,CHpy), 138.4 (s,CHyy), 123.9
(s,CHpy), 123.9 (s,CHpy), 123.8 (5,CHpy), 123.8 (s,CHpy), 110.0 (s, CHtiouracilo, 27), 69.4 (s,CHey),
59.7(s,CHcy), 51.0 (s,CH2), 34.6 (s,CHa,y), 32.9 (s,CHzcy), 26.2 (s,CHa.y), 25.9 (s,CHacy),
25.0(s,CHa,cy). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* (100 %) Calculado para
C23H34AUNsOS 624.2299; Encontrado 624.2066 IR: v (C=N):1662 cm™, v (NH): 2925cm™,
L (Au-S): 404 cm™.

Jo

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.C
1 (ppm)
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o

1 Gom
A una disolucién que contiene 0.0532 g (0.1 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de
diclorometano se le afladen 0.1400 g (1.5mmol) de carbonato de potasio como agente
desprotonante, y 0.0364 g (0.1 mmol) de 1-tio-B-D-glucosa a temperatura ambiente y
se deja agitando 3 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucion resultante se filtra a
través de tierra de diatomeas para eliminar el cloruro de potasio formado, y la disolucion
filtrada se reduce a vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de una mezcla

1:1 de n-hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 15 que es obtenido mediante

filtracion.
4
3
HN/\ 5 /l
A "/
/ [ T
S
OCOCH;
H,COCO
15
H,cocO  OCOCH;

Rendimiento: 0.0584 g (68%). 'H RMN (CD2Cl,, 400 MHz) & 8.59-8.50 (m, CHpy,2 + NH),
7.74 (td, Jun, CHoy,a), 7.36 (d, CHpy,s), 7.28 (td, CHpy,3), 5.13-4.93 (M, CHrioglucosa), 4.88-4.80
(M, CHey), 4.41 (s, CH,), 4.18-4.11 (m, CHc,), 4.101-4.04 (M, CHatioglucosa), 3.72-3.67 m,
CHtioglucosa), 2.0 (s, CH3), 2.0 (s, CH3), 1.9 (s, CHs), 1.9 (s, CHs), 1.78-1.20 (m, CHa,q,).23C-
APT RMN (CD,Cly, 101 MHz) & 202.5 (s, Cearbeno), 170.9 (s, Cc-o), 170.7 (s, Cc-0), 169.9 (s,
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Ce=0), 169.8 (s, Cc=0), 156.6 (S, Cipsopy), 149.0 (s,CHpy), 138.2 (s,CHpy), 123.5 (s,CHpy),
123.7 (s,CHpy), 83.8 (s,CHtioglucosa), 78.1 (S,CHtioglucosa), 75.9 (S,CHtioglucosa), 69.7 (s,CHpy),
68.6 (s,CHtioglucosa), 63.3 (S, CHa tioglucosa), 58.9 (s,CHpy), 50.8 (S,CHtioglucosa), 34.5 (s,CHz,cy),
26.4 (s,CHz,qy), 26.2 (s,CH2,cy), 25.9 (s,CHa2,¢y), 25.8 (s,CH2,cy), 25.1 (s,CHa,¢y), 24.9 (s,CH2,y),
21.5 (s,CHs), 21.1 (s,CHs), 21.0 (s,CHs), 20.9 (s,CHs). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]*
(100 %) Calculado para C33HagAuN309S 882.2761; Encontrado 882.2669 IR: v (C=N):1557
cm™, v (NH): 2923cm™, v (Au-S) 405 cm™.

ML

T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 16-18.

A una disolucion que contiene 0.0795 g (0.15 mmol) del complejo 9 en 25 mL de metanol
se le afladen 0.0120 g (0.3 mmol) de hidréxido de potasio como agente desprotonante,
y 0.0153 g (0.15 mmol) de fenilacetileno a temperatura ambiente y se deja agitando una
noche. Transcurrido ese tiempo, la disolucidn resultante se reduce a vacio a 5 mL, y
posteriormente mediante la adicion de n-hexano se logra la precipitaciéon de 16 que es

obtenido mediante filtracion

4

HN/\ \ 5~ | 3
AL?// H"/|_TN 2
Vi

16

Rendimiento: 0.0637 g (71%). 'H RMN (CDCl,, 400 MHz) 6 8.52 (d, CHyy,2), 8.44 (s, NH),
7.74 (td, CHpy,a), 7.37-7.33 (M, CHpy,s + CHar), 7.29-7.25 (m, CHpy,3), 7.24-7.19 (m, CHar),
7.17-7.12 (m, CHay), 4.92-4.82 (m, CHy), 4.23-4.15 (m, CHqy), 2.00-1.11 (m, CHa,cy).23C-
APT RMN (CDCl;, 101 MHz) 6 157.3 (s, Cipso), 149.3 (s, CHpy), 138.1 (s, CHar), 132.4 (s,
CHar), 128.4 (s, CHpy), 126.8 (s, CHar), 123.6 (s, CHpy), 68.4 (s, CHey), 58.7 (s, CHey), 50.9
(s, CH2), 34.7 (s,CHz,¢y), 32.8 (5,CHa,¢y), 26.2 (5,CHa,¢y), 25.9 (5,CHa2,¢y), 24.9 (5,CHa,cy). HRMS
(ESI-QTOF) m/z (%): [M+Na]* (100 %) Calculado para C,7H29AuNs 620.2083; Encontrado
620.2281 IR: v (C=N):1621 cmL, v (NH): 2926cm.

| M

5.0 45
1 (ppm)
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
1 (ppm)

A una disolucién que contiene 0.0530 g (0.1 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de
diclorometano se le afiaden 0.0143 g (0.1 mmol) de dimetilditiocarbamato de sodio y se
deja agitando tres horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucidn resultante se reduce a
vacio a 5 mL, y posteriormente mediante la adicion de una mezcla 1:1 de n-hexano/éter
dietilico se logra la precipitacién de 17 que es obtenido mediante filtracion como un

solido ligeramente amarillo.

4
HN AN
fl? N | 2
A 2
H
H
S/

S:gw
— 17

17. /

Rendimiento: 0.0419 g (68%). 'H RMN (CDCl,, 400 MHz) 6 8.52 (d, CHyy,2), 8.30 (s, NH),
7.75 (td, CHpy,4), 7.36 (d, CHpys), 7.27 (d, CHpy,3), 5.17-5.04 (m, CHcy), 4.44 (s, CH3), 4.32-
4.20 (m, CHyy), 3.46 (s, CHs), 3.47 (s, CH3), 2.02-1.06 (m, CHa,cy).23C-APT RMN (CD,Cl,, 101
MHz) 6 149.2 (s, CHapy), 145.9 (s, Cipso), 145.5 (s, Cipso), 138.1 (s, CHzpy), 123.6 (s, CHzpy),
123.5 (s, CHapy), 68.4 (s,CHey), 59.2 (s,CHey), 50.6 (s,CH2), 41.7 (s,CHs), 34.5 (s,CHaq)),
32.85 (s,CHa,¢y), 30.2 (s,CH2,cy), 26.0 (5,CH2,¢y), 25.0 (s,CHa,cy). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%):
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[M+H]* (100 %) Calculado para Cz2H34AuN4S; 615.1885; Encontrado 615.2098 IR: v
(C=N):1557 cm™, v (NH): 2928 cm™, v (Au-S) 404 cm™™.

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 10
1 (ppm)

155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 a‘oﬂ(g‘im) % 75 70 65 60 55 s0 45 40 35 30 25 20 15
A una disolucion que contiene 0.0795 g (0.15 mmol.) del complejo 9 en 25 ml de metanol
se le afiaden 0.0120 g (0.3 mmol) de hidréxido de potasio como agente desprotonante,
y 0.0260 g (0.15 mmol) de carbazol y se deja agitando una noche horas. Transcurrido
ese tiempo, la disolucidon resultante se evapora a sequedad, y se redisuelve en
diclorometano, para posteriormente realizar una extraccién diclorometano-agua. Se
recoge la fraccidn organica de diclorometano, se seca con sulfato de magnesio anhidro
y se filtra. A continuacién se evapora la disolucién filtrada a sequedad, obteniéndose asi

un sélido blanco correspondiente al compuesto 18.
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j 4
5 3
HN =
Z;’N ~ 2
A H "/H

Rendimiento: 0.0527 g (53%). *H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 8.62 (s, NH), 8.56 (d, CHcarbazol),
8.11 (d, CHpy2), 7.76 (td, CHpys), 7.70 (M, CHearbazol), 7.41 (M, CHearbazol), 7.40 (td, CHpy,a),
7.04 (td, CHpy3), 5.31-5.21 (m, CHey), 4.50(s, CHa), 4.45-4.37 (m, CHq), 2.22-1.14 (m,
CHa,¢,).3C-APT RMN (CDCl3, 101 MHz) & 140.2 (s, Cipsopy), 69.3 (5,CHpy), 60.2 (s,CHoy),
51.00 (s,CHa), 34.7 (s,CHa,¢y), 33.0 (s,CHa,¢y), 30.3 (s,CHa,¢y), 26.6 (s,CH2,y), 26.0 (s,CHa,cy),
25.3 (s,CHa¢y). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+CHsCN]* (100 %) Calculado para
C31H38AuN4 689.2787; Encontrado 689.2316 IR: v (C=N):1559 cm™, v (NH): 2987cm™.

mehm }« Mo, - \ML

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 2.0 35 3.0 255 2.0 15 1.0
1 (ppm)
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T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20

'Ui%rﬂ)
Procedimiento general para la sintesis multicomponente catalizada por oro(l), de

propargilaminas, 19-30.

A una mezcla del compuesto de oro 3 (2.00 mg, 0.0025 mmol) y AgNTf; (0.97 mg, 0.0025
mol) se afiade sin disolvente los correspondientes: aldehido (0.250 mmol), amina (0.275
mmol) y acetileno (0.300 mmol). La reaccidn resultante se deja agitando a 60 °C durante
5 h y es seguida por cromatografia de capa fina. Una vez finalizada la reaccién, los
productos fueron aislados mediante cromatografia flash (columna de SiO,, utilizando
una mezcla Hex/Et;0 95:5 como eluyente). Los rendimientos estan recogidos en la Tabla

2.2.

N-butil-N-(1-fenil-3-p-tolilprop-2-inil)butan-1-amina (28)

14 RMN (CDCls, 400 MHz) & 7.63-7.56 (m, 2H, CH, Hz,s),
7.33(d, Ypn = 8.1 Hz, 2H, CH, H12.16), 7.26 (t, Y = 7.4
Hz, 2H, CH, Hz6), 7.19-7.15 (m, 1H, CH, H1), 7.05 (d, Y.
w = 7.8 Hz, 2H, CH, H1314), 4.93 (s, 1H, CH, H7), 2.41(t,

Yy = 7.2 Hz, 4H, CHy, Hi71s), 2.29 (s, 3H, CHs, Ha1),
21 1.36-1.17 (m, 8H, CHa, H1s,20,22,23), 0.77 (t, Yp.n = 7.3 Hz,
6H, CHs, Ha4,25). 13C-APT RMN (CDCl3, 100 MHz) & 140.1 (s, 1C, Cg), 138.0 (s, 1C, Cq), 131.7
(s, 2C, Car), 129.0 (s, 2C, Car), 128.4 (s, 2C, Car), 127.9 (s, 2C, Car), 127.1 (s, 1C, Car), 120.4
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(s, 1C, Cq), 87.5 (s, 1C, Cs), 85.3 (s, 1C, C10), 57.4 (s, 1C, C7), 50.6 (s, 2C, C17,18),30.4 (s, 2C,
C19,20), 21.4 (s, 1C, Cz1), 20.5 (s, 2C, C22,23), 14.0 (s, 2C, C24,25). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%):
[M+H]* Calculado: C24H3,N 334.2529; encontrado: 334.2569.

T T T T T T
4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

"
(il v ) m }

T T T T T L T T LT R T T A
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

Procedimiento general para la sintesis multicomponente catalizada por oro(l), de

indolicinas, 31-47.

A una mezcla del compuesto de oro 3 (3.99 mg, 0.005 mmol) y AgNTf, (1.94 mg, 0.005

mol) se afiade sin disolvente los correspondientes: aldehido (0.500 mmol), amina (0.55
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mmol) y acetileno (0.60 mmol). La reaccién resultante se deja agitando a 60 °C durante
5 h y es seguida por cromatografia de capa fina. Una vez finalizada la reaccién, los
productos fueron aislados mediante cromatografia flash (columna de SiO,, utilizando
una mezcla Hex/Et,0 95:5 como eluyente). Los rendimientos estan recogidos en la Tabla

2.3.

N,N-dietil-3-fenilindolicina-1-amina (34)
14 RMN (CDCl, 300 MHz) 6 8.24 (d, Upn = 7.2 Hz, 1H, Ha/), 7.60-7.57
2o (M, 2H, Har), 7.50-7.45 (m, 3H, Har), 7.34-7.29 (m, 1H, Har), 6.78 (s, 1H,
Hs), 6.59-6.54 (m, 1H, H>), 6.44-6.39 (m, 1H, H1), 3.09 (c, 4H, Hi7,18),
1.04 (t, Yp = 7.1 Hz, 6H, H1s,20). 3C-APT RMN (CD,Clz, 75 MHz) 6 133.5
(s, 1C, Cq), 129.6 (s, 2C, C13,15), 129.5 (s, 1C, Cq), 128.3 (s, 2C, Ciz,16),

127.7 (s, 1C, Cy), 127.4 (s, 1C, Cua), 123.6 (s, 1C, Cq), 122.3 (s, 1C, C3),
118.7 (s, 1C, C¢), 115.6 (s, 1C, C;), 111.3 (s, 1C, C4), 109.2 (s, 1C, Cs), 50.9 (s, 2C, C17,18),
13.7 (s, 2C, Ci920). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M]* Calculado: CigHaoN, 264.1621;
Encontrado: 264.1622.

C JL

T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.
f1 (ppm)
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il

N,N-dietil-3-p-tolilindolicina-1-amina (39)
1H RMN (CDsCOCDs, 400 MHz) 6 8.24 (br's, Yu.n = 7.2 Hz, 1H, Ha/),
0 7-53-7.40 (m, 3H, Har), 7.35-7.25 (m, 2H, Har), 6.79 (s, 1H, Hsg), 6.51-
6.38 (m, 1H, H1), 3.40-2.70 (m, 4H, H1s19), 2.38 (s, 3H, H17), 0.98 (t,
Yy =7.1Hz, 6H, Hao,21). 3C-APT RMN (CDsCOCD3, 75 MHz) § 137.2
15 (s, 1C, Cq), 130.4 (s, 2C, Ci3,15), 129.7 (s, 1C, Cq), 128.4 (s, 2C, C1z,16),
127.5 (s, 1C, Cq), 123.8 (s, 1C, Cq), 122.5 (s, 1C, Cs), 118.7 (s, 1C, C3),

115.6 (s, 1C, C;), 111.6 (s, 1C, C1), 108.9 (s, 1C, Cs), 51.0 (s, 2C, Cis,19),
21.2 (s, 1C, C17), 13.7 (s, 2C, Ca0,21). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M]* Calculado: CigH22N>
278.1778; encontrado: 278.1769.

5.0
1 (ppm)
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N,N-dibutil-3-p-tolilindolicina-1-amina (40)

1H RMN (CD.Cl, 400 MHz): 6 8.18 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Hs), 7.53-
7.42 (m, 3H, He,12,16), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H13,15), 6.75 (s, 1H,
Hs), 6.53 (dd, J = 8.8 Hz, 6.4 Hz, 1H, H,), 6.41-6.36 (m, 1H, H1),
2.99 (t, J = 7.0 Hz, 4H, Hig20), 2.41 (s, 3H17), 1.50-1.30 (m, 8H,
H20,21,23,24), 0.90 (t, J = 7.1 Hz, 6H, H2;,25). 33C-APT RMN (CDCl5,
100 MHz): 6 133.2 (s, 1C, Cq),126.4 (s, 1C, Cq), 126.1 (s, 2C,

Ci3,15), 124.9 (s, 1C, Cq), 124.5 (s, 1C, Cq),124.1 (s, 2C, C12,16),
119.5 (s, 1C, Cq), 118.2 (s, 1C, Ce), 114.5 (s, 1C, Cs), 111.1 (s, 1C, Cy), 107.0 (s, 1C, C1),
104.7 (s, 1C, Cg), 53.3 (s, 2C, Cig19), 26.9 (s, 2C, Ca0,23), 17.5 (s, 1C, C17), 17.0 (s, 2C,
C21,24),10.5 (s, 2C, Ci225). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* Calculado: Ci3H31N;
335.2482; encontrado: 335.2482.
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T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0

15 1.0 0.5
1 (ppm)

i |

Etil 1-(piperidin-1-il)indolicina-3-carboxilato (41)

1H RMN (CDsC(0)CDs, 300 MHz) & 8.19 (d, Uit = 7.1 Hz, 1H, Har),
7.33(d, Unn = 7.1 Hz, 1H, Har), 6.74-6.56 (m, 3H, Har), 4.31 (q, Un-
w = 7.1 Hz, 2H, His), 3.45-3.36 (m, 1H, Hi721), 3.27-3.15 (m, 1H,
Hi1721), 2.88-2.70 (m, 2H, H1721), 1.85-1.51 (m, 6H, H1s1920), 1.37
(t, Upr = 7.1 Hz, 6H, Hig20). 3C-APT RMN (CD3C(0)CD3, 75 MHz) &

165.2 (s, 1C, C11), 136.4 (s, 1C, Cq), 128.2 (s, 1C, Cqg), 122.7 (s, 1C,
Ce), 120.5 (s, 1C, C3), 118.8 (s, 1C, C2), 113.4 (s, 1C, Cq), 112.1 (s,
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1C, C1), 100.3 (s, 1C, Cs), 60.4 (s, 1C, Cis), 51.2 (s, 2C, Ci7,.21), 27.8 (s, 2C, Cis,20), 24.9 (s,
1C, Ci19), 14.9 (s, 1C, C32). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+Na]* Calculado: C16H20N2NaO>
295.1417; encontrado: 295.1424.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 05
1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)
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Metil 1-(piperidin-1-il)indolicina-3-carboxilato (42)

o 19 14 RMN (CD3C(0)CDs, 300 MHz) & 8.19 (d, Yun = 7.1 Hz, 1H, Hal),
7.34 (d, Yun = 7.1 Hz, 1H, Ha/), 6.74-6.57 (m, 3H, Ha), 3.83 (s, 3H,
His), 3.50-3.37 (m, 1H, H1721), 3.28-3.18 (m, 1H, H1721), 2.88-2.77 (m,
2H, H17,21), 1.91-1.50 (m, 6H, Has,19,20). *C-APT RMN (CD5C(0)CD3, 75
MHz) 6 165.6 (s, 1C, C11), 128.3 (s, 1C, Cq), 122.8 (s, 1C, Ce), 120.6 (s,

1C, C3), 118.9 (s, 1C, C3), 112.8 (s, 1C, Cy), 112.2 (s, 1C, C1), 100.1 (s,

42 1C, Cs), 51.4 (s, 1C, Cis), 51.2 (s, 2C, Ci7,21), 27.8 (s, 2C, Cig20), 24.9
(s, 1C, Cig), 14.9 (s, 1C, C22). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+Na]* Calculado CisH1sN2NaO;
281.1260; encontrado: 281.1253.

T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1

5.0
f1 (ppm)

(I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 u
1 (ppm)
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N,N-dietil-1-fenilpirrolo[1,2-a]quinolin-3-amina (44)

14 RMN (CDCls, 300 MHz) &: 7.64-7.37 (m, 8H, Ha), 7.25-7.17 (m,
1H, Har), 7.13-7.05 (m, 1H, Har), 6.93 (d, Yyw= 9.2 Hz,1H, Har), 6.59
(s, 1H, Hs), 3.24-3.04 (m, 4H, H20,21), 1.11 (t, Yp.y= 7.1 Hz, 6H, H23 24).
13C-APT RMN (CDCls, 75 MHz) &: 135.6 (s, 1C Cq), 134.1 (s, 1C Cg),
129.1 (s, 2C Car), 128.5 (s, 2C, Car), 128.3 (s, 1C, Car), 127.6 (s, 1C,

44 Cq), 127.5 (s, 1C, Car), 126.1 (s, 1C, Car), 125.9 (s, 1C, Cq), 123.2 (s,
1C, Car), 117.6 (s, 1C, Car), 117.6 (s, 1C, Car), 110.4 (s, 1C, Car), 29.69 (s, 2C, C21,22), 12.8 (s,
2C, C23,24). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* Calculado: C22H23N2 315.1856; encontrado:
315.1846.

80 75
f1 (ppm)
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N,N-diisopropil-1-fenilpirrolo[1,2-a]quinolin-3-amina (46)

3 1H RMN (CDCls, 400 MHz) &: 7.60-7.41 (m, 8H, Har), 7.20 (t, YUpp=
7.2 Hz, 1H, Har), 7.10 (t, Ypt = 7.7 Hz, 1H, Har), 6.92 (d, Yy = 9.2
Hz, 1H, Har), 6.59 (s, 1H, Hs), 3.59-3.41 (m, 2H, H2124),1.05 (d, Yu-m
= 6.4 Hz, 12H, H22,23,25,26). **C-APT RMN (CDCl3, 100 MHz) &: 135.9
(s,1C, Cq), 134.1 (s, 1C, Cq), 132.1 (s, 1C, Cg), 129.2 (s, 2C, Car), 128.4

(s, 2C, Car), 128.2 (s, 1C, Car), 127.5 (s, 1C, Cq), 127.2 (s, 1C, Car),
125.9 (s, 1C, Car), 123.9 (s, 1C, Cq), 122.9 (s, 1C, Car), 118.4 (s, 1C,
Car), 117.5 (s, 2C, Car), 117.0 (s, 1C, Car), 50.5 (s, 2C, C21,24), 21.5 (s, 4C, C22,23,25,26). HRMS
(ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* Calculado: C24H27N2 343.2169; econtrado: 343.2185.

s e e e e e A At e e e e A A s s s s
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 920 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
1 (ppm)
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N,N-dietil-1-p-tolilpirrolo[1,2-a]quinolin-3-amina (47)

14 RMN (CDCls, 300 MHz) 6: 7.56-7.49 (m, 3H, Har), 7.41 (d, YUpn =
NN\, 7.6 Hz, TH, Har), 7.26 (d, Hi = 7.87 Hz, 2H, Har), 7.19 (t, Yp = 7.4
Hz, 2H, Har), 7.08 (t, Yut = 7.5 Hz, 1H, Har), 6.89 (d, Y = 9.2 Hz,
1H, Har), 6.55 (s, 1H, Hs), 3.17-3.05 (m, 4H, Ha122), 2.46 (s, 3H, Has),
1.08 (t, Ypn = 7.1 Hz, 6H, Haz24). 3C-APT RMN (CDCl3, 75 MHz) &:

137.4 (s, 1C, Cq), 134.2 (s, 1C, Cq), 132.6 (s, 1C, Cy), 129.2 (s, 2C, Car),
129.1 (s, 2C Car), 128.2 (s, 1C, Car), 127.4 (s, 1C, Cg), 126.1 (s, 1C, Car), 125.9 (s, 1C, Cq),
123.2 (s, 1C, Car), 117.6 (s, 2C, Car), 110.2 (s, 1C, Car), 51.0 (s, 2C, Ca1,22), 21.3 (s, 1C, C3s),
12.8 (s, 2C, Cy3,24). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M+H]* Calculado: Cy3sHasN2 329.2012;
encontrado: 329.2002.

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

S s B e e e e e A A I
50 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 o
f1 (ppm)
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2.8.4. Estudios Biologicos

2.8.4.1. Estudio de la actividad citotoxica.

Método del MMT (reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol).

El método del MTT se utiliza para determinar el posible efecto citotéxico de los
complejos sobre células tumorales 6 cultivos primarios de células normales. Para el

estudio de los complejos se utilizaron las células tumorales humanas:

A549: células de adenocarcinoma alveolar humano.

HCT 116 WT, Wild Type: células epiteliales de carcinoma colorectal humano; presentan
una mutacién en el codén 13 del proto-oncogen Ras. Para el estudio de muerte celular

fueron utilizadas junto a la cepa DKO.

HCT 116 DKO, Double Knock Out: células epiteliales de carcinoma colorectal humano
donadas por Vidal Jarauta, a las cuales se les ha suprimido el gen Bax y el gen Bak se ha
silenciado mediante shRNA. El DKO de Bax y Bak bloquea completamente la apoptosis

por via mitocondrial.
MiaPaca2: células de adenocarcinoma pancredtico humano.

Jurkat: es una linea celular inmortalizada de linfocitos T obtenida de la sangre periférica
de un nifio de 14 afios con leucemia linfoide aguda (LLA) la cual fue establecida a finales

de los afios 70.

Los pasos previos a la técnica MTT son:

1. Crecimiento celular en el medio de cultivo.

2. Cuenta de las células del cultivo.

III

3. Siembra de las células en placas “multi-well” de cultivo.

4. Adicion de los complejos en estudio.
5. Técnica MTT.

Todo este proceso se realiza en condiciones estrictamente estériles.
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1. Crecimiento celular.

Para el cultivo de las células elegidas se utiliza un medio de cultivo que cubra las
necesidades fisioldgicas necesarias para el crecimiento de las células:
- Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM). Es el medio de uso mas corriente. Se
usa para casi todo tipo de cultivos y requiere la adicién de suero (10 %).
- Medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM). Contiene mayor concentraciéon

de aminoacidos y vitaminas.

Todo medio de cultivo estad formado por los siguientes elementos:

1. Disoluciones salinas.

2. Aminoacidos.

3. Vitaminas. El medio MEM sélo aporta vitaminas del grupo B, siendo los demds grupos
aportados por el suplemento de suero. En medios mas definidos se aportan todas las
vitaminas. La limitacién de vitaminas se manifiesta en la supervivencia de las células y
en la reduccién de la tasa de crecimiento mas que en la densidad celular.

4. Otros suplementos organicos de bajo peso molecular.

5. Hormonas y factores de crecimiento (suero). El tipo de suero empleado en este caso
es suero bovino fetal (SBF).

6. Inhibidores del crecimiento de los contaminantes (antibidticos y antifingicos). La
combinacion utilizada en este estudio es P/S: Penicilina (100 U/ml)/Streptomicina (100

pgr/ml) (combinacién anti-microbiana).

Para obtener el cultivo celular:

- Se aspira el medio del flash (ver figura 169) y se lava con 2x5 ml de PBS (tampdn fosfato

salino) para eliminar las células muertas.

- Se aspira el PBS y se afladen 2 ml de tripsina (enzima digestiva que disgrega las células

de la pared del flash). Se incuba a 372C durante 5 minutos.
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- Se afiaden X ml del medio de cultivo de cada célula y se aspira con una pipeta Pasteur:

esta es nuestra suspension celular (cultivo liquido).

Afadimos 1 o 2 ml del cultivo celular en un nuevo flash, anadimos 20 ml de medio e
incubamos a 372C durante 48 horas.

Preparacion de PBS (tampdn fosfato salino)

Se prepara una disolucién 10 veces concentrada (PBS 10x) segun la siguiente receta:

- Cloruro sédico 80 g

- Cloruro potasico 2 g

- Fosfato sédico 11.5 g
- Fosfato de potasio 2 g
- Agua destilada 900 g

En un matraz aforado, se ajusta el volumen a 1 litro con agua destilada y se ajusta el pH

a 7.2. Se conserva a temperatura ambiente.

Para preparar el PBS se disuelven 100 ml de PBS 10x en 900 ml de agua destilada. Se

conserva a temperatura ambiente.

2. Cuenta de las células del cultivo liquido.

Para contar las células de un cultivo liquido se utiliza la cdmara de Neubauer.

La cdmara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio. Se trata de
un portaobjetos con una depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado,
con la ayuda de un diamante, un cuadrado con una separaciéon entre dos lineas
consecutivas de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos se conoce el volumen
que cabe en su interior (0.1pul). Se agrega una gota del cultivo entre estas dos placas y
se observa al microscopio 6ptico la cantidad de células presentes en el cuadrado

dibujado.
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Figura 2.97. Ejemplo de cdmara de Neubauer para el conteo de células.

Conociendo el nimero de células contenidas en el cuadrado y el volumen de liquido que
admite la cdmara de Neubauer, se calcula la concentracién de células por unidad de

volumen de la disolucidon de medio de cultivo inicial.

3. Cultivo celular en placas multi-well.

A partir del cultivo celular inicial se hace la dilucidn necesaria para tener la concentracion

adecuada para el cultivo de las células tumorales en placas multi-well (96 pocillos).

1. Se afladen 0.1 ml de la dilucién en cada pocillo, y se incuba durante 2 horas a 37 °C
para que las células se fijen en el fondo de los pocillos.

2. Se afiaden 100 pul del medio de cultivo (DMEM o RPMI) y se incuba a 37 °C durante 48
horas.

3. Se elimina el medio y se afiaden 100 pl de los complejos en estudio en distintas
concentraciones.

Para las disoluciones de nuestros complejos empleamos el medio adecuado para cada
tipo de células (DMEM o RPMI) a partir de disoluciones en DMSO 1M. El rango de

concentraciones estudiado fue de 1uM a 25 puM.
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Figura 2.98. Ejemplo de distribucion de los complejos en estudio en una placa “multi-wel

4. Adicion de los compuestos en estudio.

Se incuban los compuestos con las células tumorales a 37 °C durante 48 h, tiempo tras
el cual se procede a realizar el ensayo del MTT.

5. Ensayo del MTT.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido
muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células

vivas es proporcional a la cantidad de formazdan producido.

Para realizar el ensayo:

1. Se elimina el medio con los compuestos de los pocillos y se afiade 10 ul de disolucién
MTT en cada uno de los pocillos.

2.Seincuba a 37 °C durante 2 h.

3. Se elimina el medio y se aflade DMSO

4. Se agita

5. Se lee la absorbancia a 570 nm.

Cada ensayo se realiza por triplicado y con controles de medio como blanco. Los valores
de comparacion se hacen sobre una base de 50 % de inhibicion de crecimiento (ICso) en

las células tratadas con los agentes especificos.
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2.8.4.2. Estudio de la muerte celular.

Para el trabajo con células Jurkat se utilizaron placas de 24 pocillos y sembradas a 5-10*
células por pocillo (500uL). Tras 24 horas de incubacion se afadieron a la mitad de los
pocillos un inhibidor general de caspasas (z-VAD-fmk) quedando este a una
concentracién de 50 uM. Una hora mas tarde, se afiadia el compuesto a estudiar a
diferentes concentraciones, 10 pM y 20 uM.

Tras un dia en el incubador, se recogia el medio de cada pocillo en un tubo eppendorf
(para tomar las células muertas) y se tripsinizaban las células vivas que quedaban
pegadas al pocillo, una vez separadas, las células de cada pocillo se depositaban en el
tubo donde se habia recogido previamente el medio de cultivo y las células muertas.
Como sonda de marcaje se utilizé la Anexina V. La fosfatidilserina es un fosfolipido que
usualmente se encuentra en el interior de la membrana plasmatica, no obstante,
durante el proceso de apoptosis, esta es translocada a la capa exterior como un factor
sefializador para que los macréfagos fagociten la célula. De modo que pueden utilizarse
sondas que se unan especificamente a la fosfatidilserina para marcar células
apoptoéticas, en nuestro caso la sonda que reconoce a este fosfolipido es la anexinaV, la
cual se produce de forma recombinante unida al fluoréforo DY634, su fluorescencia es

detectada por el canal FL-4 del citémetro.

164



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

2.9. Referencias

1a) D. Bourissou, O. Guerret, F. P. Gabbai, G. Bertrand, Chem. Rev., 2000, 100, 39-92;
b) P. de Frémont, N. Marion, S. P. Nolan, Coord. Chem. Rev., 2009, 253, 862-892.

2a) M. Herrmann, Justus Liebigs Ann. Chem., 1855, 95, 211-225; b) W. von E. Doering,
A. K. Hoffmann, J. Am. Chem. Soc., 1954, 76, 6162-6165.

3 A. Igau, H. Gritzmacher, A. Baceiredo, G. Bertrand, J. Am. Chem. Soc., 1988, 110,
6463-6466.

4G. C. Fortman, S. P. Nolan, Chem Soc Rev. 2011, 40, 5151-5169.

> A.J. Arduengo lll, R. L. Harlow, M. Kline, J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 361-363.

6 R. Castarlenas, Rev. Real Academia de Ciencias Zaragoza, 2011, 66, 7-29.

7 R. R. Schrock, Chem. Rev., 2002, 102, 145-180.

8S. Diez-Gonzalez, N. Marion, S. P. Nolan, Chem. Rev., 2009, 109, 3612

93a) W. W. Schoeller, D. Eisner, S. Grigoleit, A. B. Rozhenko, A. Alijah, J. Am. Chem. Soc.,
2000, 122, 10115; b) Y. Canac, M. Soleilhavoup, S: Conejero, G. Bertrand, J. Organomet.
Chem., 2004, 689,3857.

10 ). F. Harrison, J. Am. Chem. Soc., 1971, 93,4112.

K. K. Irikura, W.A. Goddard, J. L. Beauchamp, J. Am. Chem. Soc., 1992,114, 48.

12.3) E. O. Fischer, A. Maasbél, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,1964, 3, 580-581; b) E. O.
Fischer, A. Maasbol, Angew. Chem. Int. Ed., 1964, 76, 6162-6165.

13 R. R. Schrock, J. Am. Chem. Soc., 1974, 96, 6796-6797.

¥ A. ). Elias, Resonance, 2008, 456-467.

153) V. Lavallo, G. D. Frey, B. Donnadieu, M. Soleilhavoup, G. Bertrand, Angew. Chem.
Int. Ed., 2008, 47, 5224-5228; b) X. Zeng, G. D. Frey, S. Kousar, G. Bertrand, Chem. Eur.
J. 2009, 15, 3056-3060; c) V. Lavallo, G. D. Frey, S. Kousar, B. Donnadieu, G. Bertrand,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2007, 104, 13569-13573; d) X. Zeng, G. D. Frey, R. Kinjo, B.
Donnadieu, G. Bertrand, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 8690— 8696; e) X. Zeng, M.
Soleilhavoup, G. Bertrand, Org. Lett., 2009, 11, 3166—-3169; f) X. Zeng, R. Kinjo, B.
Donnadieu, G. Bertrand, Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 942-945.

16 C. Bartolomé, M. Carrasco-Rando, S. Coco, C. Cordovilla, J. M. Martin-Alvarez, P.

Espinet, Inorg. Chem., 2008, 47, 1616—-1624.

165



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

17.C. Bartolomé, Z. Ramiro, P. Pérez-Galan, C. Bour, M. Raducan, A. M. Echavarren, P.
Espinet, Inorg. Chem., 2008, 47, 11391-11397.

18 C. Bartolomé, D. Garcia-Cuadrado, Z. Ramiro, P. Espinet, Organometallics, 2010, 29,
3589-3592.

19F. Bonati, G. Minghetti, Synth. Inorg. Met.Org. Chem., 1971, 1, 299-302.

20 3) F. Bonati, G. Minghetti, J. Organomet. Chem., 1973, 59, 403-410; b) F. Bonati, G.
Minghetti, Gazz. Chim. Ital., 1973, 103, 373-386.

21 3) R. A. Michelin, A. J. L. Pombeiro, M. F. C. Guedes da Silva, Coord. Chem. Rev.,
2001, 218, 75-112; b) J. Vignolle, X. Cattoe, D. Bourissou, Chem. Rev., 2009, 109, 3333—-
3384.

22R. Usén, A. Laguna, J. Vicente, J. Garcia, B. Bergareche, P. Brun, Inorg. Chim. Acta.,
1978, 28, 237-243.

2 A. S. K. Hashmi, T. Hengst, C. Lothschiitz, F. Rominger, Adv. Synth. Catal., 2010, 352,
1315-1337.

24 .. M. Slaughter, ACS Catal., 2012, 2, 1802-1816.
25 E. R. T. Tiekink. Gold Bull. 2003, 36, 117-124.

26 p. |, da Silva Maia, V. M. Deflon, U. Abram, Future Med. Chem., 2014, 6, 1515-1536.
27S. ). Berners-Price, A. Filipovska, Metallomics, 2011, 3, 863-873.

28|, Ott, Coord. Chem. Rev., 2009, 253, 1670-1681.

29 B. Bertrand, A. Casini, Dalton Trans., 2014, 43, 4209-4219.

30T, Zou, C. T. Lum, C. N. Lok, J. J. Zhang, C. M. Che, Chem. Soc. Rev., 2015, 44, 8786—
8801.

31C. I. Yeo, K. K. Ooi, E. R. T. Tiekink, Molecules, 2018, 23, 1410.

32 R. Visbal, V. Ferndndez-Moreira, |. Marzo, A. Laguna, M. C. Gimeno, Dalton Trans.,

2016, 45, 15026—-15033.

33 A. Gutiérrez, L. Gracia-Fleta, |. Marzo, C. Cativiela, A. Laguna, M. C. Gimeno, Dalton

Trans. 2014, 43, 17054-17066.

34 H. Goitia, Y. Nieto, M. D. Villacampa,C. Kasper, A. Laguna, M. C. Gimeno,

Organometallics, 2013, 32, 6069-6078.
166



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

35 0. Crespo, M. C. Gimeno, A. Laguna, C. Larraz, M. D. Villacampa, Chem. Eur. J., 2007,
13, 235-246.

36 R. Czerwieniec, T. Hofbeck, O. Crespo, A. Laguna, M. C. Gimeno, H. Yersin, Inorg.

Chem., 2010, 49, 3764-3767.

37.0. Crespo, M. C. Gimeno, P. G. Jones, A. Laguna, J. M. Lopez-de-Luzuriaga, M. Monge,
J. L. Pérez, M. A. Ramoén, Inorg. Chem., 2003, 42, 2061-2068.

38A. S. K Hashmi, G. J. Hutchings, Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 7896—7936.

39A. S. K. Hashmi,. Chem. Rev., 2007, 107, 3180-3211.
40 A, Furstner, P. W. Davies, Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 3410-3449.
417.Li, C. Brouwer, C. He, Chem. Rev., 2008, 108, 3239-3265.

42 A. Arcadi, Chem. Rev., 2008, 108, 3266—3325.

43 E. Jiménez-Nufiez, A. Echavarren, Chem. Rev., 2008, 108, 3326—3350.
44 D. ). Gorin, B. D. Sherry, F. D. Toste, Chem. Rev., 2008, 108, 3351-3378.
4> D. Garayalde, C. Nevado, J. Org. Chem., 2011, 7, 767-780.

46 A. S. K. Hashmi, M. Rudolph, Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 2448-2462.
475, Sengupta, X. Shi, ChemCatChem., 2010, 2, 609-619.

48 1.J. B. Lin, C. S. Vasam, Can. J. Chem., 2005, 83, 812-825.

49 0. Schuster, L. Yang, H. G. Raubenheimer, M. Albrecht, Chem. Rev., 2009, 109, 3445—
3478.

30 S. Diez-Gonzélez, N. Marion, S. P. Nolan, Chem. Rev., 2009, 109, 3612—-3676.
>1S. P. Nolan, Acc. Chem. Res., 2011, 44, 91-100.
32 L. Oehninger, R. Rubbiani, I. Ott, Dalton Trans. 2013, 42, 3269-3284.

>3 W. Liu, R. Gust, Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 755-773.
>4 R. Visbal, M. C. Gimeno, Chem. Soc. Rev., 2014, 43, 3551-3574.

>V, P. Boyarskiy, K. V. Luzyanin, V. Y. Kukushkin, Coord. Chem. Rev., 2012, 256, 2029—
2056.
6 M. Barbazanges, L. Fensterbank, ChemCatChem., 2012, 4, 1065—-1066.

167



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

7 C. Bartolomé, Z. Ramiro, D. Garcia-Cuadrado, R. Pérez-Galdn, M. Raducan, C. Bour, A.
M. Echavarren, P. Espinet, Organometallics, 2010, 29, 951-956

>8 H. M. Landgraf, 1999, Ed. H. Schmidbaur, John Wiley & Sons.

59|, Ott, Coord. Chem. Rev., 2009, 253, 1670-1681.

60 E. Schuh, C. Pfliiger, A. Citta, A. Folda, M. P. Rigobello, A. Bindoli, A. Casini, F. Mohr,
J. Med. Chem., 2012, 55, 5518-5528.

61 B. Bertrand, A. S. Romanov, M. Brooks, J. Davis, C. Schmidt, I. Ott, M. O’Connell, M.
Bochmann, Dalton Trans., 2017, 46, 15875.

625, Montanel-Pérez, R. Elizalde, A. Laguna, M. D. Villacampa and M. C. Gimeno, Eur. J.
Inorg. Chem., 2019. https://doi.org/10.1002/ejic.201900606 (en prensa).

63 E. R. T. Tiekink, Bioinorg. Chem. Appl., 2003, 1, 53-67.

64J. C. Lima, L. Rodriguez, Anticancer Agents Med. Chem., 2011, 11, 921-928.

65 L. Ortego, F. Cardoso, S. Martins, M. F. Fillat, A. Laguna, M. Meireles, M. D.
Villacampa, M. C. Gimeno, J. Inorg. Biochem., 2014, 130, 32-37.

660. Crespo, M. C. Gimeno, A. Laguna, S. Montanel-Pérez, M. D. Villacampa,
Organometallics, 2012, 31, 5520-5526.

67 a)R.L. White-Morris, M. M. Olmstead, A. L. Balch, O. Elbjeirami, M. A: Omary, Inorg.
Chem., 2003, 42, 6741-6748; b) A. S. K. Hasmi, Y. Yu, F. Rominger, Organometallics.,
2012, 31, 895-904; c) J. A. McCleverty, M. M. M. da Mota, J.C.S. Dalton., 1973, 2571-
2574.

68 A. S. K. Hashmi, T. Hengst, C. Lothschiitz, F. Rominger, Adv. Synth. Catal., 2010, 352,
1315-1337.

89 p. Marshall, R. L. Jenkins, W. Clegg, R. W. Harrigton, S. K. Callear, S. J. Coles, I. A.
Fallis, A. Dervisi, Dalton Trans., 2012, 41, 12839-12846

70 A. M. Echavarren, P. Espinet, Inorg. Chem., 2008, 47, 11391-11397.

7L R. I. Whit-Morris, M. M. Olmstead, A. L. Balch, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 1033-
1040

72.3) 0. Dada, D. Curran, C. O'Beirne, H. Miller-Bunz, X. Zhu, M. Tacke, J. Organomet.
Chem., 2017, 840, 30-37; b) R. Visbal, V. Fernandez-Moreira, |I. Marzo, A. Laguna, M. C.
Gimeno, Dalton Trans., 2016, 45, 15026-15033.

73 ). Zhu, H. Bienaymé, Multicomponent Reactions, Eds. Wiley-VCH: Weinheim, 2005.

168


https://doi.org/10.1002/ejic.201900606

Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

74 R. P.Herrera, E. Marqués-Lopez, Multicomponent Reactions. Concepts and
Applications for Design and Synthesis, Eds. John Wiley & Sons, New Jersey, 2015.
7> C.Wei, Z. Li,C. J. Li, Synlett, 2004, 1472-1483.

76 W. Y. Yoo, L. Zhao, C. J. Li. Aldrichimica Acta., 2011, 44, 43-51.

77V, A. Peshkov, O. P. Pereshivko, E. V. Van der Eycken, Chem. Soc. Rev., 2012, 41,
3790-3807.
8 G. Abbiati, E. Rossi, Beilstein J. Org. Chem., 2014, 10, 481-513.

79 K. Lauder, A. Toscani, N. Scalacci, D. Castagnolo, Chem. Rev., 2017, 117, 14091-14200.

80 B, V. Rokade, J. Barker, P. J. Guiry Chem. Soc. Rev., 2019, 48, 4766.

81 ). P. Guermont, Bull. Soc. Chim. Fr., 1953, 386.

82|, Zani, C. Bolm, Chem. Commun., 2006, 4263-4275.

83 B. V. Rokade, P. J. Guiry, ACS Catal., 2018, 8, 624—643.

84 C. Wei, C. J. Li, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 5638-5639.

8 M. J. Campbell, F. D. Toste, Chem. Sci., 2011, 2, 1369-1378.

86 | angston, J. W.; Irwin, |.; Langston, E. B.; Forno, L. S. Science, 1984, 225, 1480-1482.
87].]). Chen, D. M. Swope, J. Clin. Pharmacol., 2005, 45, 878—894.

8 J. Birks, L. Flicker, John Wiley & Sons, Ltd: Chichester, UK, 2003; Vol. 1, p. 18

8 M. Baranyi, P. F. Porceddu, F. Gdléncsér, S. Kulcsar, L. Otrokocsi, A. Kittel, A. Pinna, L.
Frau, P. B. Huleatt, M. L. Khoo, C. L. L. Chai, P. Dunkel, P. Matyus, M. Morelli, B. Sperlagh,
Mol. Neurodegener., 2016, 11, 1-21.

%01, Bolea, A. Gella, M. Unzeta. J. Neural. Transm., 2013, 120, 893-902.
91 C. Wei, C. J. Li. J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 9584-9585.
92 M. L. Kantam, B. V. Prakash, C. R. V. Reddy, B. Sreedhar, Synlett, 2005, 2329-2332.

BV. K. Y. Lo, Y. Liu, M. K. Wong, C. M. Che, Org. Lett., 2006, 8, 1529-1532.

% M. Kidwai, V. Bansal, A. Kumar, S. Mozumdar, Green Chem., 2007, 9, 742-745.

SV, K. Y. Lo, K. K. Y. Kung, M. K. Wong, C. M. Che, J. Organomet. Chem., 2009, 694,
583-591.

% B.T.Elie, C. Levine, I. Ubarretxena-Belandia, A. Varela-Ramirez, R. J. Aguilera, R. Ovalle,

M. Contel, Eur. J. Inorg. Chem., 2009, 3421-3430.
169



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

97 L. Lili, Z. Xin, G. Jinsen, X. Chunming, Green Chem., 2012, 14, 1710-1720.

% K. K.Y. Kung, V. K. Y. Lo, H. M. Ko, G. L. Li, P. Y. Chan, K. C. Leung, Z. Zhou, M. Z. Wang,
C. M. Che, M. K. Wong, Adv. Synth. Catal., 2013, 355, 2055-2070.

%S, Montanel-Pérez, R. P. Herrera, A. Laguna, M. D. Villacampa, M. C. Gimeno, Dalton

Trans., 2015, 44, 9052-9062.

100 H, von Wachenfeldt, A. V. Polukeev, N. Loganathan, F. Paulsen, P. Rse, M. Garreau,

O. F. Wendt, D. Strand, Dalton Trans., 2015, 44, 5347-5353.

101X, Zhang, A. Corma, Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 4358-4361.

102y Lju. ARKIVOC, 2014, (i), 1-20.

103 B, Sadowski, J. Klajn, D. T. Gryko, Org. Biomol. Chem., 2016, 14, 7804-7828.
104 G, S. Singh, E. E. Mmatli, Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 5237-5257.

1058, yan, Y. Liu. Org. Lett., 2007, 9, 4323.
106 V. Seregin, V. Gevorgyan, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 12050-12051.

1077, Schwier, A. W. Sromek, D. M. L. Yap, D. Chernyak, V. Gevorgyan, J. Am. Chem. Soc.,
2007, 129, 9868-9878.

108 B van, Y. Liu, Org. Lett., 2007, 9, 4323-4326.
1091, V. Seregin, A. W. Schammel, V. Gevorgyan, Tetrahedron, 2008, 64, 6876-6883.

110 R, R. Liu, S. C. Ye, C. J. Lu,B. Xiang, J. Gao, Y. X. Jia, Org. Biomol. Chem., 2015, 13,
4855-4858.

11X Li, X. Xie, Y. Liu, J. Org. Chem., 2016, 81, 3688-3699.

112x. Zhang, A. Corma, Angew. Chemie, 2008, 47, 23, 4358-4361

13y, Li, X. Chen, Y. Song, L. Fang, G. Zou, Dalton Trans., 2011, 40, 2046—-2052.

114 ), Choi, J. Lim, F. M. Irudayanathan, H. S. Kim, J. Park, S. B. Yu, Y. Jang, G. C. E. Raja,
K. C. Nam, J. Kim, S. Lee, Asian J. Org.Chem.,2016, 5,770-777.

1155, Mishra, A. K. Bagdi, M. Ghosh, S. Sinha, RSC Adv., 2014, 4, 6672-6676.

116 M. Obst, A. Srivastava, S. Baskaran, B. Kéning, Synlett, 2018, 29, 185-188.

170


https://onlinelibrary.wiley.com/toc/15213773/2008/47/23

Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

11755, Sakaguchi, T. Mizuta, M. Furuwan, T. Kubo, Y. Ishii, Chem. Commun., 2004,
1638-1639.

118 4, Tian, B. N. Cronstein, Bulletin of the NYU Hospital for Joint Diseases, 2007, 65,
168-73.

119 C. Zhang, C. Hemmert, H. Gornitzka, O. Cuvillier, M. Zhang, R. W.-Y. Sun, Chem.
Med. Chem., 2018, 13,1218 -1229.

120 . Zhanga, M. L. Maddelein, R. W.-Y. Sun, H. Gornitzka, O. Cuvillier, C. Hemmert,
Eur. J. Med. Chem., 2018, 157, 320-332.

121 B, Bertrand, L. Stefan, M. Pirrotta, D. Monchaud, E. Bodio, P. Richard, P. Le Gendre,
E. Warmerdam, M. H. de Jager, G. M.M. Groothuis, M. Picquet, A. Casini, Inorg. Chem.,
2014, 53, 42, 296-2303.

122 “\World Health Organization Europe, Cancer, data and statics, 2018” [Online].

Disponible: http://www.euro.who.int/en/health-topics/noncommunicable-

diseases/cancer/data-and-statistics [Accedido: 24-Sept-2019].

123 “Asociacidn Espanola  Contra el  Cancer” [Online]. Disponible:

https://www.aecc.es/es/todo-sobre-cancer/que-es-cancer/factores-riesgo [Accedido:

24-Sept-2019].

124 “National Cancer Institute, NCI Dictionary of Cancer Terms” [Online]. Disponible:

http://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms [Accedido: 24-Sept-

2019].
125 R, Visbal, A. Laguna, M. C. Gimeno, Chem. Commun., 2013, 49, 5642.

126 ), F. Gonzalez-Pantoja, M. Stern, A. A. Jarzecki, E. Royo, E. Robles-Escajeda, A.
Varela-Ramirez, R. J. Aguilera, M. Contel, Inorg. Chem., 2011, 50, 11099.
127 ). Fernandez-Gallardo, B. T. Elie, J. Florian, J. Sulzmaier, M. Sanau’, J. W. Ramos, M.

Contel, Organometallics, 2014, 33, 6669.

128 ). Fernandez-Gallardo, B. T. Elie, T. Sadhukha, S. Prabha, M. Sanau, S. A. Rotenberg,
J. W. Ramos, M. Contel, Chem. Sci., 2015, 6, 5269.

129 C. K. Mirabelli, R. K. Johnson, D.T. Hill, L.F. Faucette, G. R. Girard, G. Y. Kuo, C. M.
Sung, S.T. Crooke, J. Med. Chem., 1986, 29, 218-223.

171


http://www.euro.who.int/en/health-topics/noncommunicable-diseases/cancer/data-and-statistics
http://www.euro.who.int/en/health-topics/noncommunicable-diseases/cancer/data-and-statistics
https://www.aecc.es/es/todo-sobre-cancer/que-es-cancer/factores-riesgo
http://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms

Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

130 M.C. Alley, D.A. Scudiero, A. Monks, M. L. Hursey, M. J. Czerwinski, D. L. Fine, B. J.
Abbott, J. G. Mayo, R. H. Shoemaker, M. R. Boyd, Cancer Res., 1988, 48, 589-601.
BB1T, Mosmann, J. Immunol. Methods, 1983, 65, 55-63.

132 F, Denizot, R. Lang, J. Immunol. Methods, 1986, 89, 271-277.

133 R, Supino, C. K. Atterwill, MTT Assays. Eds. In Vitro Toxicity Testing Protocols.
Methods in Molecular Biology™,1995, vol 43. Humana Press.

134 C. Marzano, V. Gandin, A. Folda, G. Scutari, A. Bindoli, M. P. Rigobello, Free Rad.
Biol. & Med., 2007, 42, 872-881.

135 “ATCC, Cell Lines” [Online]. Disponible: https://www.lgcstandards-

atcc.org/products/all/CCL-185.aspx?geo _country=es [Accedido: 24-Sept-2019].

136 “ATCC, Cell Lines” [Online]l. Disponible: https://www.lgcstandards-

atcc.org/products/all/CCL-247.aspx?geo _country=es [Accedido: 24-Sept-2019].

137 “ATCC, Cell Lines” [Online]l. Disponible: https://www.lgcstandards-

atcc.org/products/all/CRM-CRL-1420.aspx [Accedido: 24-Sept-2019].

138 M. Montano, Translational Biology in Medicine, 2014, 9-33.

139 “ATCC, Cell Lines” [Online]. Disponible: https://www.lgcstandards-

atcc.org/en/Services/Custom Solutions/Cell _and Microbial Banking.aspx [Accedido:

24-Sept-2019].

140 G, Kroemer, L. Galluzzi, P. Vandenabeele et al. Cell death and differentiation.,
2009,16, 3-11.

141 ). F. R. Kerr, A. H. Wyllie, A. R. Currie. British Journal of Cancer., 1972, 26, 239-257.
142 “Natural Human Genoma Research Institute”, Glossary of Genetic Terms [Online].

Disponible: https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Apoptosis, [Accedido: 24-

Sept-2019].

143 A, Blanco, G. Blanco, Medical Biochemistry, 2017, Chapter 32 — Apoptosis, 791-796
144 3) M. J. McKeage, L. Maharaj, S.). Berners-Price. Coord. Chem. Rev., 2002, 232, 127-
135; b) K. P. Bhabak, B. J. Bhuyan, G. Mugesh. Dalton Trans., 2011, 40, 2099-2111.

145 IncuCyte® Annexin V Red Reagent for apoptosis [Online]. Disponible:_https://eu-

shop.essenbioscience.com/collections/frontpage/products/annexin-v-red-reagent-for-

apoptosis [Accedido: 24-Sept-2019].
172


https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-185.aspx?geo_country=es
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-185.aspx?geo_country=es
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-247.aspx?geo_country=es
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-247.aspx?geo_country=es
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRM-CRL-1420.aspx
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRM-CRL-1420.aspx
https://www.lgcstandards-atcc.org/en/Services/Custom_Solutions/Cell_and_Microbial_Banking.aspx
https://www.lgcstandards-atcc.org/en/Services/Custom_Solutions/Cell_and_Microbial_Banking.aspx
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Apoptosis
https://eu-shop.essenbioscience.com/collections/frontpage/products/annexin-v-red-reagent-for-apoptosis
https://eu-shop.essenbioscience.com/collections/frontpage/products/annexin-v-red-reagent-for-apoptosis
https://eu-shop.essenbioscience.com/collections/frontpage/products/annexin-v-red-reagent-for-apoptosis

Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro (l)

146 R. Usodn, A. Laguna, M. Laguna, Inorg. Synth.,1989, 26, 85-91.

147 3)R.L. White-Morris, M. M. Olmstead, A. L. Balch, O. Elbjeirami, M. A: Omary, Inorg.
Chem., 2003, 42, 6741-6748; b) A. S. K. Hasmi, Y. Yu, F. Rominger, Organometallics.,
2012, 31, 895-904; c) J. A. McCleverty, M. M. M. da Mota, J.C.S. Dalton., 1973, 2571-
2574.

148 C. Aguirre, M. C. Gimeno, A. Laguna, M. Laguna, J. M. Lépez de Luzuriaga, F. Puente,

Inorg. Chim. Acta, 208 (1993) 31-36.

173



Capitulo 2: Sintesis y reactividad de diamino carbenos aciclicos de oro ()

174



Capitulo 3:

SINTESIS Y REACTIVIDAD DE
CARBENOS N-HETEROCICLICOS






Capitulo 3: SINTESIS Y REACTIVIDAD DE CARBENOS N-HETEROCICLICOS

3.1. Introduccion 175
3.1.1. Caracteristicas de los NHCs 175
3.1.1.1 Complejos de NHC de oro () 177

3.1.1.2 Aplicaciones de los NHCs 182

Catalisis Homogénea con carbenos NHC de oro(l)

Aplicaciones biolégicas de complejos de oro (I) con ligandos NHC

3.1.2. Caracteristicas de los fosfonios 183
3.1.2.1 Fosfonios en medicina 183
3.1.2.2 Fosfonios en catalisis 185

3.2. Sintesis de Carbenos N-Heterociclicos de Plata(l) y Oro(l) con grupos fosfonio. 189

3.3. Sintesis de Carbenos N-Heterociclicos de oro(l) con grupos triazol. 215
3.4. Actividad Bioldgica sobre Células Tumorales Humanas 221

3.4.1. Estudio de la actividad citotoxica de carbenos de oro(l) 221
3.5. Conclusiones 227
3.6. Parte Experimental 228

3.7. Referencias 259






Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

3.1. Introduccion

Sin lugar a dudas, los carbenos N-heterociclicos (NHCs) han tenido un gran impacto en
la quimica organometdlica durante los ultimos afios, su uso ha experimentado un
incremento exponencial desde el aislamiento por Arduengo del primer carbeno con la
capacidad para actuar como ligando en complejos organometdlicos de metales de
transicion.>3 Su gran atractivo recae en su fuerte capacidad o dadora y en la gran
variedad de sustituyentes que pueden unirse a los atomos de nitrégeno, pudiéndose asi
modular con gran precisidn sus propiedades tanto estéricas como electrdnicas. Los NHC
de complejos de oro han despertado gran interés en el Ultimo tiempo debido a su gran

variedad y numerosas aplicaciones.

3.1.1. Caracteristicas de los NHCs

Podemos definir los NHCs como especies heterociclicas que contienen un carbono
carbénico y al menos un dtomo de nitrégeno en su estructura.* Los carbenos N-
heterociclicos de cinco miembros son los que mas atenciéon han recibido hasta el
presente, en especial los derivados de imidazol, dihidroimidazol, benzimidazol y sales de
triazol. No debemos olvidar tampoco otros ejemplos en los que el carbono carbénico
estd estabilizado por un nitrégeno y un heterodtomo como el oxigeno o azufre
preparados a partir de sales de tiazol u oxazolio.

1 1

R R RY
, N N
Oy Oy Ly
R2 R2 R?

imidazol-2-ilideno imidazolinilideno bencimidazolilideno

1 1

R R
N N
L) L)
S @]
tiazolideno oxazolideno

Figura 3.1. Ejemplos clasicos de carbenos N-heterociclicos.
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El extraordinario desarrollo de estos derivados se debe a la gran cantidad de diferentes
procedimientos existentes para su sintesis, a su elevada estabilidad, y a la facilidad con
la que éstos pueden ser funcionalizados. Es gracias a estas propiedades, que es posible
introducir quiralidad en su estructura o preparar NHCs con diferentes funciones, que les
permitan comportarse como ligandos polidentados.

Existen diversos métodos para generar ligandos NHC, aunque lo mas habitual es hacerlo
a partir de sales de imidazolio. El ligando NHC se puede preparar mediante su
desprotonacién con una base fuerte (KHMDS, tBuOK)>® o mediante la reaccién con
Ag>0,” dando asi lugar al carbeno libre o complejo de plata respectivamente. Los
carbenos de plata se pueden utilizar posteriormente para transferir el carbeno a otros

metales mediante una reaccién de transmetalacion.®?

Los NHCs poseen algunas propiedades electrdnicas excepcionales que explican su
extraordinaria estabilidad en comparacion con los carbenos libres. El factor clave en la
estabilidad de los carbenos N-heterociclicos (NHCs) tipo Arduengo es la estabilizacion
del carbeno por efecto de los dos nitrégenos que rodean al carbono carbénico. El orbital
p vacio se ve estabilizado mediante donacién de densidad electronica por efecto
mesomérico, mientras que el par electrdnico no enlazante del orbital sigma se estabiliza
debido a la retirada de carga por efecto inductivo. 1° Ademas, los NHC tipo Arduengo se
coordinan fuertemente a centros metdlicos para formar complejos organometalicos con
fuertes enlaces M—C2. Los enlaces C-N en los carbenos NHCs tienen cierto caracter de
doble enlace como se evidencia en las distancias de enlace encontradas para estructuras

determinadas mediante difraccidon de Rayos X.

9 )
@D@@MO
6/0 \__,/0 O

Figura 3.2. Retrodonacion de densidad electrénica en el enlace M-C.
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Debido a su especial forma de coordinacion, este tipo de ligandos, activan y estabilizan
los centros metdlicos para su uso en diferentes procesos cataliticos. Estos procesos
implican activaciones C-H y formaciones de enlace C-C, C-O y C-N. No sélo forman
enlaces con los metales de transicion, sino que también son capaces de formar enlaces
con elementos de los grupos principales como berilio, azufre y yodo. También se han
logrado preparar numerosos complejos carbénicos con metales como: Au(l), Au(lll),
Ag(l), Cu(l), Pd(Il), Mn(Il), Tc(l), Re(l), Fe(ll), Ru(ll), Os(l1), Co(ll), Rh(1), Ir(l), Ni(ll), Hg(ll) o
Pt(ll). Muchos de estos derivados muestran aplicaciones en diversos campos, como
catélisis, > materiales luminiscentes, cristales liquidos*> o medicina'®%
(antimicrobianos y anticancerigenos). El estudio de complejos de Au(l) ha despertado

15 cristales

gran interés debido a su uso en sintesis de productos farmacéuticos,
liquidos'® o dispositivos 6pticos. Desde la ultima década se ha estudiado su poder

catalitico en catdlisis homogénea, obteniéndose interesantisimos resultados.’-12

3.1.1.2. Aplicaciones de los NHCs

Catalisis Homogénea con carbenos NHC de oro(l)

Los complejos NHC de oro(l) son considerados potentes herramientas en sintesis
organicas debido a su uso en catalisis homogénea. La fuerte capacidad o-dadora de los
ligandos NHCs hace que sus compuestos derivados sean mas ricos en electrones que
muchos otros catalizadores homogéneos de oro y que por tanto tengan una actividad
catalitica Unica.

El primer ejemplo que se conoce de catdlisis homogénea mediante un complejo NHC de
oro(l) fue en el afio 2003 en la reaccion de hidratacién del 3-hexino mediante el uso del
complejo de oro(l) con el ligando NHC y un grupo acetato como catalizador, descrita por
Herrman y colaboradores.?® En el ejemplo descrito en la bibliografia demostraron que
los complejos NHC de oro(l) eran capaces de catalizar la adicién de agua a alquinos no
activados en presencia de un acido de Lewis, como el tris-(pentafluorofenil)borano,

como co-catalizador.
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Figura 3.4. Hidratacién de 3-hexino catalizada por un complejo NHC de oro(l).*°
Desde entonces, los complejos NHCs de oro han sido utilizados con éxito en un amplio
abanico de transformaciones orgdnicas incluyendo cicloisomerizaciones,?°
hidrataciones de alquinos,’® transformaciones de ésteres propargilicos,?* activacién de
alquenos,?? activaciones de enlaces C-H en alcanos?® y reacciones de cross-coupling.?*
Sin embargo, la importancia de los carbenos NHC de oro en catadlisis no sélo es debida a
su alta selectividad en estrategias de sintesis organica sino también debido a su
capacidad de estabilizar intermedios de reaccidn en reacciones cataliticas,
proporcionando asi interesantisima informacion acerca de las diferentes etapas en los

mecanismos de reaccion.
Aplicaciones biolégicas de complejos de oro (I) con ligandos NHC

Se ha descubierto que los complejos NHC de oro ademas de desarrollar un papel muy
importante en catdlisis,>> también presentan interesantes aplicaciones bioldgicas.?®

El descubrimiento del cisplatino tuvo un gran impacto en el éxito clinico de agentes
anticancerigenos; muchos farmacos basados en platino han demostrado ser muy
efectivos contra diferentes lineas celulares tumorales, pero por contra presentan varias
desventajas a la hora de su aplicacién médica, provocando efectos secundarios no
deseados.?’ Es por ello por lo que el disefio de ligandos orgénicos en la sintesis de nuevos
farmacos antitumorales ha adquirido mucho interés en los ultimos afios. En particular,
se ha encontrado que los metales de acufiar, especialmente la plata y el oro, son claves
para este objetivo, mayoritariamente debido a sus caracteristicas menos dafinas para
el cuerpo humano en comparaciéon con otros metales de transicion. Ademas, se ha
probado que el oro es también un metal activo contra otras enfermedades como la

artritis reumatoide, malaria o SIDA.?® Después del descubrimiento del auranofin, la
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quimica medicinal del oro se ha desarrollado significativamente, llevando a muchos
grupos de investigacién a estudiar nuevas propiedades de derivados de oro.
Particularmente, el uso de compuestos de oro en el tratamiento contra el cancer ha
crecido exponencialmente a lo largo de las Ultimas décadas y se han descrito numerosos
estudios de complejos NHC de oro con propiedades antitumorales.?’

Una de las principales diferencias en la actividad antitumoral del cisplatino y los
compuestos de oro(l) reside en su modo de accion; el cisplatino normalmente actta en
base a la interaccion con el ADN,?” mientras que la actividad antiproliferativa de los
complejos de oro normalmente implica la inhibicién de enzimas, especialmente de
aquellas que contienen tioles. La fuerte afinidad de unién del oro con el azufre hace que
algunas enzimas clave, como la tiorredoxina reductasa (TrxR), glutatién reductasa (GR)
y la cistein-proteasa, se conviertan en potenciales dianas para los complejos de oro
anticancerigenos.30.31,32,33

Un aspecto clave en el disefio de complejos metalicos antitumorales es su estabilidad
bajo condiciones fisioldgicas, ya que esto permitird un mejor transporte y distribucion a
las células tumorales. Es por ello por lo que es necesario que los complejos con actividad
antitumoral presenten fuertes enlaces metal-ligando; en el caso de los compuestos de
oro, el fuerte enlace Au-C en los complejos NHC de oro(l) les hace inertes frente a grupos
tioles con gran importancia biolégica, dotandolos de una relativa estabilidad in vivo, por
lo que poseen potenciales aplicaciones médicas.3*

En el campo de la quimica con aplicacién médica, los carbenos N-heterociclicos se han
convertido en piezas clave debido a su menor toxicidad en comparaciéon con otros
ligandos como por ejemplo fosfinas, y también a su facil funcionalizaciéon que hace que
puedan atacar biomoléculas relevantes en la progresidn del cancer.?

Mientras que la plata ha sido el metal mds ampliamente estudiado para aplicaciones
antimicrobianas, en el ultimo tiempo también han despertado gran interés los
complejos de oro. En 2004 Cetinkaya y colaboradores publicaron el primer informe de
actividad antimicrobiana in vitro de una serie de complejos bis-NHC de oro(l) basados
en imidazolinilidenos. Descubrieron que dichos compuestos eran efectivos contra una
variedad de bacterias y hongos.3® Mediante dicho estudio observaron también que

variaciones en los sustituyentes del atomo de nitrégeno causaban una diferente
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actividad antimicrobiana; los complejos con un grupo p-metoxibencilo eran activos en

todas las cepas estudiadas a excepcién de E. Coli.

- 1O
R R
N N c®
[y~
R R

R= |V|eS, CH3OPh, (CH3)2NPh, CHzMeS, C5Hg, C2H5

Figura 3.5. Carbenos NHC de oro(l) descritos por Cetinkaya con actividad antimicrobiana in
vitro.3¢
Un efecto similar fue observado por Ozdemir y colaboradores en su estudio de las

propiedades antibacterianas y fungicidas en una serie de compuestos cloro NHC de
oro(l),3” enlos que los compuestos que contenian sustituyentes de tipo metoxi inhibian
el crecimiento de bacterias gram-positivas mientras que no se observaba efecto alguno

sobre bacterias gram-negativas u hongos.

Ag,O [AuCI(PPh3)]
NHC.HCI _“=2= . Ag(NHC)Cl — =  Au(NHC)CI

H,CO H3CO
OCH, OCHj
OCH, OCHj
N N N
AuCl AuCl AuCI
CLy- CLome Ly

OCHj,

OCHj,

Figura 3.6. Complejos NHC de oro (I) con actividad antimicrobiana y fungicida descritos por

Ozdemir y colaboradores.?’

Cabe también destacar el trabajo de Berners-Price y colaboradores que describieron una
serie de complejos bis NHC de oro(l) con una interesante actividad anticancerigena que
inducian selectivamente apoptosis en células cancerigenas sin atacar las células

SanaS.38’39’40
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Figura 3.7. Complejos NHC de oro(l) con actividad antimicrobiana y fungicida desarrollados
por Berners-Price y colaboradores.®

Ott y colaboradores también realizaron un interesante estudio acerca de los efectos
antiproliferativos de los complejos NHC de oro(l) y como éstos eran mayores para
complejos catidnicos en comparacién con complejos neutros; descubrieron que el
hecho de que un complejo estuviese cargado positivamente aumentaba la asimilacién
de dicho compuesto por las células y en general aumentaba sus propiedades

citotoxicas.*!
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Figura 3.8. Ejemplos de complejos de oro(l) biolégicamente activos estudiados por Ott y

colaboradores.**

Por otro lado, cabe destacar también la importancia del atomo metdlico en el
mecanismo de actividad anticancerigena de complejos NHC; Mao y colaboradores
llevaron a cabo un estudio en el que comparaban la diferente actividad proliferativa de

dos complejos bis-NHC cationicos con oro(l) y sus analogos con plata(l), concluyendo
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que los complejos de oro(l) presentaban una mayor actividad antiproliferativa que
aquellos de plata(l), confirmando por tanto la importancia del papel que desarrolla el

metal en el modo de accién de dichos compuestos.*?

i ol

e

apoptosis

Caspasa 9

Caspasa 9

A

\ .

\__ poliADPribosa,PARP

Figura 3.9. Modos de accion de complejos metalicos de oro(l) y plata(l) estudiados por Mao y
colaboradores.*

3.1.2. Caracteristicas de los fosfonios

La funcionalizaciéon de carbenos NHC estables** aumenté rapidamente debido a su
inmediata aplicacion** en el campo de la quimica organometdlica, la ciencia de los
materiales y la catdlisis homogénea. En las ultimas décadas las sales cuaternarias con
heterodtomos (QHS) con una carga positiva localizada o deslocalizada sobre
heteroatomos como nitrégeno, fésforo o azufre han despertado gran interés debido a
sus aplicaciones como reactivos, bio-, organo- y metalocatalizadores, disolventes
ecoldgicos, compuestos bioldgicamente activos y nuevos materiales. Como
consecuencia de su diversa utilidad se han llevado a cabo varias investigaciones
toxicoldgicas incluyendo estudios microbioldgicos y citotdxicos. 446:47,48,49,50

La introducciéon de un fragmento fosfina dentro de la estructura de un carbeno NHC
permitid el desarrollo de una amplia variedad de sistemas heterolépticos, cuyas
propiedades intrinsecas estan relacionadas con la posicidon del sustituyente en el atomo
de fosforo.”! El centro de fosforo puede sustituir o cooperar con el centro carbénico

(posicion C-2) dependiendo de si la fosfina esta unida directamente a este carbono
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carbénico o no. En el caso de que se encuentren directamente unidos, se produce la
formacién de un imidazolio de fosfina pobre en electrones, también conocido como un
aducto NHC-fosfonio con poca capacidad dadora,>? o una sal de imidazolio-fosfino que

podria actuar una vez desprotonado como un ligado P,C-bidentado.>3

R' , . R'
| R R e
N N + N
[+)>—PR2 — [ H—PR, £+>_H [+ >—H
\ N RPN RP” N
R R R R
imidazoliofosfina NHC-fosfenio 4-fosfino 4,5-difosfino-imidazolio
PR> //PRZ R
N N N PR,
+)—H L)+ Ra
[N>— N>_ N
\ \
R' R’ R’
N-imidazolio fosforilado metil-fosfina-imidazolio

Figura 3.10. Derivados de fésforo basados en NHC.>?

El fésforo también se puede introducir en estructuras de NHC como un fragmento
fosfonio,>* dando lugar a sales imidazolio-fosfonio dicatidnicas.”> Se ha estudiado el
efecto mesomérico y de carga en carbenos NHC modulando sus propiedades
electrénicas.”® César y colaboradores observaron que en caso de encontrarse la carga
proxima al centro carbénico, dicha carga podria también influenciar las propiedades
electrénicas.”” Otro de los posibles beneficios de esta carga positiva reside en la
capacidad de convertir fosfonios a fosfonio-ilidenos.>®

El estudio de la coordinacion de fragmentos fosfonio a estructuras carbénicas de tipo
NHCs asi como el estudio de su coordinaciéon a centros metdlicos es todavia un
interesantisimo campo de investigacion por explotar, debido a sus propiedades

intrinsecas, pero también gracias a sus prometedoras aplicaciones.

3.2.1.2.1 Fosfonios en medicina

Tanto en investigacion médica como farmacéutica, los derivados QHS pueden calificarse
como sales catidnicas lipofilicas, o cationes lipofilicos deslocalizados, lo que hace que,
debido a la diferencia en los potenciales electronegativos de la membrana trans-
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mitocondrial entre células cancerigenas y células sanas, se acumulen selectivamente en
las mitocondrias de las células cancerigenas, particularmente en aquellas de origen
humano.>%60.61.62 | 3 selectividad in vitro encontrada hasta ahora presenta unos valores
comprendidos entre 10 y 100 veces de selectividad frente a células sanas.®3 Es por ello
por lo que estas sales lipofilicas han despertado un gran interés en el campo de la
investigacion citotoxica, son varias las sales de fosfonio que han sido estudiadas y cuyo
comportamiento como interesantes agentes quimioterapeuticos selectivos ha sido
descrito.546°
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Figura 3.11. Sales catidnicas lipofilicas que contienen fésforo y azufre.

Se han empleado las lineas celulares Hela y las dos lineas celulares de cdncer de célon
HT-29 y CaCo-2 para estudiar la toxicidad de varios cationes QHS que contenian atomos
de nitrégeno, concluyéndose que cuanto mayor era la longitud del sustituyente, mayor
era la toxicidad de dicho compuesto. Ademas, Ranke y colaboradores llevaron a cabo el
estudio de la influencia del contraidn en su citotoxicidad.*®

La actividad bioldgica de las sales de fosfonio ademas de haber sido estudiada fue
comparada con complejos orofosfina por Bodio y colaboradores, al comparar la
actividad de uno de sus complejos orofosfina con una de sus sales de fosfonio (Figura
3.12.), observaron que para larvas de peces cebra, la sal de fosfonio poseia una mayor
toxicidad; asi como una mayor actividad antitumoral frente a las lineas celulares SW480,

MDA-MB-231, MCF-7 y HCT-116.56
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AuCl
Ii’ToI2

Figura 3.12. Complejo orofosfina y sal de fosfonio estudiadas por Bodio y colaboradores.®®

3.2.1.2.2 Fosfonios en catadlisis

La aplicacion mds importante de sales cuaternarias, como las sales de amonio o de
fosfonio, en quimica organica es la catélisis de transferencia de fase.®’

La catalisis de transferencia de fase es un tipo de catdlisis organica en la cual se facilita
la migracion de un reactivo de una fase a otra donde tiene lugar la reaccién;® constituye
una herramienta sintética versatil en varios campos de la quimica orgdnica ya que
conlleva condiciones de reaccion suaves, procedimientos experimentales simples y el
uso de organocatalizadores no téxicos,® es por ello por lo que ha sido empleada
ampliamente como una herramienta sintética para procesos a nivel tanto de laboratorio
como industrial. Los catalizadores de transferencia de fase son especialmente utiles en
la quimica verde, ya que suelen ser solubles en agua, reduciendo asi la necesidad de
utilizar disolventes organicos.

Durante los ultimos veinte afios, la catalisis asimétrica de transferencia de fase
utilizando organocatalizadores quirales ha despertado gran interés en la quimica
sintética, pero en la mayoria de los casos se ha visto limitada a sales cuaternarias de
amonio a pesar de que el primer ejemplo de transformacién quimica asimétrica
catalizada por una sal quiral cuaternaria de fosfonio fue descrito hace ya mas de
cincuenta afios.®® Teniendo en cuenta la abundancia estructural y diversidad
estereoquimica de los compuestos con fdésforo, es necesario explotar las sales
cuaternarias de fosfonio como catalizadores quirales de fase abriendo asi un
interesantisimo campo de investigacion.

Uno de los primeros ejemplos de sales de fosfonio quirales fue descrito por Manabe y

colaboradores en 1998,7° en dicho estudio se describieron los primeros ejemplos de
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sales de fosfonio que catalizaban quiralmente reacciones de bencilacion de B-ceto

ésteres (Figura 3. 13)
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Figura 3.13. Sales de fosfonio como catalizadores quirales de transferencia de fase descritas
por Manabe. ”°

Si bien esto constituydé un gran avance e innovacién en el disefio de catalizadores de
transferencia de fase, la explotacion de las sales de fosfonio en este ambito fue ignorada
por mas de una década por la comunidad catalitica. No fue hasta 2007 que gracias a
Maruokay Ooi "+'72 que se retomé el desarrollo de la investigacion en este campo (Figura
3.14).
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Figura 3.14. Aminacién asimétrica catalizada por sales de fosfonio descritas por Maruoka.”*

Este gran vacio podria deberse a la creencia comun de que las sales cuaternarias de
tetraalquilfosfonio no pueden ser utilizados como catalizadores de transferencia de fase
de confianza, ya que forman ilidenos bajo condiciones basicas, condiciones
normalmente requeridas para las reacciones de transferencia de fase.”* Es por ello por
lo que las sales de fosfonio para catalisis de transferencia de fase han de ser disefiadas
de tal manera que no exista ningun hidrégeno labil para producirse la desprotonacién

del mismo, o bien llevar a cabo las reacciones bajo condiciones que no favorezcan la
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formacién de ilidenos. Por suerte, Maruoka y colaboradores publicaron ya hace una
década diferentes ejemplos de reaccién de catalisis asimétrica de transferencia de fase
en las que no era necesario el uso de condiciones basicas, utilizando sales de imidazolio
bifuncionales y bajo condiciones acuosas.’”® Probando asi que las sales cuaternarias de
fosfonio podian emplearse perfectamente como catalizadores para reacciones de
transferencia de fase sin ser necesario el uso de condiciones basicas.

Maruoka y colaboradores investigaron la influencia de diferentes bases en reacciones
de catalisis asimétrica de transferencia de fase, revelando su considerable influencia en
la estereoselectivdad de las mismas, ademas corroboraron que dichas bases no eran lo
suficientemente fuertes para inducir la formacién de ilidenos de las sales de fosfonio.
Sin embargo, Maruoka y colaboradores no fueron los Unicos que se adentraron en este
campo de investigacién, otros grupos de investigacidon publicaron al mismo tiempo
estudios en los que utilizaban sales quirales de tetraalquilfosfonio como
organocatalizadores asimétricos. En 2009 Lectka y colaboradores describieron el uso de
fluoruro de fosfonio como precatalizador en cicloadiciones [2+2] de cetona acetales e

iminas activadas para formar B-lactamas’# (Figura 3.15).

PMB_ OTMS_ _OPh 5 ¢%mol cat PMB 0
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Figura 3.15. Sales de fosfonio descritas por Letcka como precatalizadores en cicloadiciones
[2+2].7%

Un par de afilos mas tarde, en 2011 May colaboradores publicaron un estudio en que empleaban
bromuros de fosfonios cuaternarios muy similares a los catalizadores de Maruoka para catalizar

aminaciones asimétricas de benzofuranones trisustituidos.”® (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Aminaciones asimétricas de benzofuranones trisustituidos.”®

Teniendo en cuenta lo comentado hasta ahora y las caracteristicas de los complejos
carbeno comentadas en la introduccion del capitulo, los objetivos que perseguimos en
este capitulo son los que se muestran a continuacién:

- Preparacion de sales de imidazolio con grupos fosfonio como precursores necesarios,
para posteriormente sintetizar diferentes familias de carbenos NHC-fosfonio de plata(l)

y oro(l).

- Sintesis y caracterizacién de distintas familias de carbenos NHC-fosfonio de plata(l) y

oro(l).
- Sintesis y caracterizacidon de NHC tiolatoderivados de oro(l).

- Estudio de las propiedades bioldgicas de una seleccidén de los compuestos preparados,

mediante la medida del ICso, en distintas lineas celulares tumorales.

- Sintesis de Carbenos N-Heterociclicos de oro(l) con grupos triazol.
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3.2. Sintesis de complejos de plata(l) y oro(l) con ligandos carbenos N-

heterociclicos funcionalizados con grupos fosfonio

En este apartado se describe la caracterizacién de una serie de complejos de plata y oro
con ligandos carbeno catidnicos. Estos ligandos carbeno catdnicos provienen de sales de
imidazolio sustituidas por grupos fosfonio, como los derivados bromuro de [(1-metil-3-
propilimidazol)trifenilfosfonio] (48) y bromuro de [(1-bencil-3-
propilimidazol)trifenilfosfonio] (49). 7677

Hemos ensayado las reacciones de estas sales de imidazolio-fosfonio con 6xido de plata,
Ag,0 y el complejo clorotetrahidrotiofeno de oro(l), [AuCltht]. Ademds, hemos
estudiado la sustitucidn del ligando bromuro en el complejo bromo-fosfonio-oro(l) (55)
para dar lugar a una serie de complejos tiolato-fosfonio-oro(l) (61,62).

En la informacién recogida en la introduccion general a este trabajo queda patente la
actividad citotdxica que muestran algunos derivados de oro(l) con carbenos NHC o con
ligandos fosfonio y tiolato. De acuerdo con estos antecedentes algunos de los derivados
obtenidos en este capitulo muestran actividad bioldgica que varia de moderada a
excelente, como queda explicado con detalle en la discusién de los resultados de los

ensayos bioldgicos (apartado 3.4.1).

Los ligandos se han preparado siguiendo el procedimiento descrito por los autores

76,77

Canac y colaboradores en la bibliografia, para la sintesis de sales de fosfonio a

partir de 1H-imidazol (Esquema 3.1) o 1R-imidazol (Esquema 3.2).

@ S) C) S)
=\ 1 Phgp(CHy)s Br N/:\‘ 1.1 Phgp(CH2)s Br
No NH CoHsCl, 120°C N \\\ DMF, 120 °C F!///
Br@ PPh, Phs
@

X=Br, OTf

Esquema 3.1. Preparacion secuencial de sales de imidazolio sustituidas N-[(CH;)sPPhs]* a partir
de 1H-imidazol.”®
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Esquema 3.2. Preparacion de sales de imidazolio sustituidas N-[(CH2).PPhs]* (n= 2, 3) a partir
de sus precursores azoles.”’

La reaccion entre 1-metilimidazol o 1-bencilimidazol con bromuro de (3-
bromopropil)trifenilfosfonio conduce a la formacién de dos ligandos con alto interés en
la quimica antitumoral (Esquema 3.2).”® Es posible ademds modificar su contraidn
cambidndolo por PFs con el propdsito de obtener compuestos con mayor actividad

biolégica. (Esquema 3.3).

/:\I —| Br, /=\ —| (PFe)2

— ® 130°C RN 2NHPE, N N
N N + Br/\/\PPh3 Br—  » 4 _tTee \\\\
A 15 h, clorobenceno Hzo
Ph, PPh3
®
R=CHj, CH,Ph R=CHj (48), CH,Ph (49) R=CH; (%0), CHzPh Y
78% Rdto  69% Rdto 73% Rdto  81% Rdto

Esquema 3.3. Sintesis de los ligandos imidazol-fosfonio y cambio de contraion.

El espectro de 'H RMN del compuesto 48 realizado en diclorometano-d, muestra las
sefiales esperadas, por un lado la correspondiente al protédn entre ambos atomos de
nitrégeno del imidazol a 10.34 ppm, los otros dos protones del imidazol a 8.45y 7.14
ppm, respectivamente, y por otro tres multipletes que integran por 15 protones que se
corresponderian con los tres anillos de benceno unidos al fosfonio, un singlete a 3.92
ppm del grupo metilo unido al nitrégeno del imidazol y tres multipletes a campo alto
correspondientes a los —CH> de la cadena alifatica que une el atomo de fésforo con el

imidazol.
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H H

—( 7 Bry
~N_ _N
H,.GC A
CHp,  CHy, M
CHpy, 48 gphs
CD,Cl,
............................. CH;+CH,,
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CH;p, CH,
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Figura 3.17. Espectro de 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 48

En este caso para la asignacion de los multipletes correspondientes a los diferentes —
CH; de la cadena alilica, cada uno de ellos pudo distinguirse gracias a la realizacién de

un experimento 2D-COSY(1H-1H).

CH, . 4

CHE‘['-,

T T T T T T T r T T T T T T T T
108 10,0 95 9.0 85 80 5 70 65 60 5.5 50 45 4.0 35 30 2.5
f2 (ppm}

Figura 3.18. *H-'H COSY RMN compuesto 48

En el espectro de RMN de '3C APT se observan tres sefiales correspondientes a los carbonos CH

de los anillos de benceno que se acoplan con el &tomo fésforo, un doblete para los para- con *Jp.
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¢ =2.02 Hz, un doblete para los meta- 3/p.c= 10.10 Hz y un doblete para los orto- %pc = 13.13 Hz,
debido a que a menor distancia con el &tomo de fésforo mayor es su constante de acoplamiento
con él mismo. Observamos ademas dos sefiales correspondientes a los CH del imidazol, y un
doblete correspondiente al acoplamiento entre el carbono ipso de los fenilos y el atomo de
fosforo. En la parte alifatica del espectro se observa la sefial correspondiente al grupo metilo y
tres grupos de sefnales para los CH; de la cadena, dos dobletes para los CH, mds cercanos a los
4tomos de nitrégeno del imidazol, con 3/p.c = 21.21 Hz, y de fésforo del fosfonio, con Yp.c =53.53
Hz, y un singlete para los CH, centrales. El espectro de masas MALDI muestra el pico del

fragmento [M-Br,]* (100%) con relacion m/z= 385.1815 para el compuesto 48.

CH Phpara

co,al,

— e e M

145 140 135 130 13§ 120 115 110 105 100 S5 S0 85 B0 T5 YO 65 €0 S5 S0 45 40 35 3 I 1o
T

Figura 3.19. Espectro de RMN de'3C APT en CD,Cl, del compuesto 48

s R g5 Horo Himeta

P Honra

o J Harto Himeta

Figura 3.20. Ampliacién de la zona fenilica del espectro de **C RMN del compuesto 48

El espectro de *H RMN del compuesto 49 realizado en diclorometano-d; muestra las

sefales esperadas, en la zona aromatica podemos observar las sefales
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correspondientes a los diferentes protones del imidazol y a los diferentes protones de
los anillos fenilicos. Muy cercana a la sefial correspondiente al disolvente deuterado
aparece la sefial correspondiente a los —CH; bencilicos y a campo alto observamos de

nuevo los multipletes de la cadena alifatica.

CD,Cl, @ H H
— j Bra
CHp, CHp,, “_-N_ N
| M
[|Hen Cl-llph PPh
I 49 3
|l J J‘ ®
il
i 1 el
CH,
im CH;, CH;, CHy
J l CH,p CH,

T T T r T r T T T :
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5
f1 (ppm)

Figura 3.21. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 49

En el espectro de 3C APT RMN, ahora se observan seis sefiales correspondientes a los
carbonos CH de los anillos de benceno, por un lado, tres dobletes correspondientes a
los fenilos unidos al fosfonio, que se acoplan con el atomo de fdsforo, un doblete para
los para- con %Jp-c = 3.03 Hz, un doblete para los meta- 3/p.c = 10.10 Hz y un doblete para
los orto- %Jp.c = 12.12 Hz, y otras tres sefiales para los CH del anillo fenilo del grupo
bencilo. Por otro lado, se aprecian dos sefiales correspondientes a los CH del imidazol,
y dos seiiales correspondientes a los carbonos ipso de los fenilos, un doblete
correspondiente al acoplamiento entre el carbono ipso de los fenilos y el dtomo de
fosforo y un singlete para el carbono ipso del fenilo unido al imidazol. En la parte alifatica
del espectro se observa la sefal correspondiente al CH, puente entre el imidazol y el
fenilo y tres grupos de sefiales para los CH de la cadena alifatica, dos dobletes para los
CH> mads cercanos a los 4tomos de nitrégeno del imidazol con 3/p.c = 21.21 Hz y fésforo

del fosfonio con YJp.c = 54.54 Hz y un singlete para los CH; centrales.
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Para comprobar que efectivamente el carbono CH; se encontraba inmerso en la seiial
de diclorometano deuterado del disolvente analizamos el espectro bidimensional HSQC
1H-13C RMN que nos mostré la correspondencia entre las sefiales asignadas a los
diferentes protones con sus respectivos dtomos de carbono a los que se encontraban

enlazados.

on =TT | I

C

Sipse, Ph

CHpsy et CHpomo CHpp

CHpppura feam-c-

13 140 13% 130 12% 110 118 110 105 100 95 90 U8 G0 Y6 Y0 L5 LD S5 LB &% ap 3% J0 10

Figura 3.22. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 49

CH, €D,Cl,
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|40
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CHay b - :
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CD,Cl, + CH, == T~ .
f 50
L70

63 62 61 60 53 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42
f2 {ppm)

Figura 3.23. ! HSQC H-3C RMN compuesto 49

El espectro de masas MALDI muestra el pico [M-Br]* (100%) con relacion m/z=543.1417 para el

compuesto 49.
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El analisis mediante difraccion de rayos X revelé que el compuesto 49 cristaliza en el
sistema monoclinico, grupo espacial Cc (Figura 3.24). Los cristales aparecieron tras la
lenta difusion de hexano a través de una disolucion de la sal de fosfonio en
diclorometano. Se conocen ya las estructuras de los ligandos relacionados con 49 pero
con un grupo mesitilo o metilo, en vez de benzilo, como sustituyentes del anillo
imidazol.”” Las distancias y angulos del conjunto fosfonio-imidazolio son del mismo
orden que los encontrados en los ligandos ya conocidos. El gupo imidazol tiene
distancias C-C y C-N (1.321(8) A - 1.373(10) A) que corresponden a enlaces dobles, el
angulo N1-C1-N2 de 108.6(6)°, se aleja de los 120° tipicos del Csp? lo que podemos
atribuir a la rigidez del anillo imidazol que fuerza el acercamiento de los dos nitrégenos.
El atomo de fdsforo se encuentra en un entorno tetraédrico sélo ligeramente

distorsionado de la geometria tetraédrica ideal.

Figura 3.24. Estructura del catién de 49. Distancias de enlace (A) y dngulos de enlace (°) mas
representativos: N1-C1 1.331(8), N1-C3 1.372(9), N2-C1 1.321(8), N2-C2 1.373(10), C2-C3
1.337(11), N2-C1-N1 108.6(6), C21-P1-C31 111.1(3), C21-P1-C11 108.9(3), C31-P1-C11 108.7(3),
C21-P1 C6 110.3(3), C31-P1-C6 108.6(3), C11-P1-C6 109.3(3).

Los espectros de *H RMN (Figuras 3.25y 3.26) y 13C RMN de los compuestos 50 y 51 son
muy parecidos a los de sus precursores con bromuro como contraién, 48 y 49, que

acabamos de comentar con detalle.
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Figura 3.25. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 50
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La diferencia mas remarcable en RMN corresponde a los espectros de fldor y de fésforo
dénde se aprecia la presencia del grupo PFs como contraidn. Para el compuesto 50 en

el espectro °F RMN podemos observar dos sefiales con una constante de acoplamiento

Ypr=
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Figura 3.26. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 51
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41.41 Hz. Para el espectro de 3P RMN también observamos dos sefiales, en este
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caso el singlete que observamos también para el compuesto 48, en torno a 23 ppm
correspondiente al atomo de fésforo del fosfonio y un septuplete a 144.25 ppm

correspondiente al acoplamiento del fésforo del PFs con los seis atomos de fluor.

=707
—-72596

Figura 3.27. Espectro de °F RMN en CD,Cl, del compuesto 50

Figura 3.28. Espectro de 3P RMN en CD,Cl, del compuesto 50

Para el compuesto 51 el espectro °F RMN muestra un doblete con una constante de
acoplamiento Yp.r = 48.95 Hz. Para el espectro de 3!P RMN observamos dos sefiales, en este caso
el singlete que observamos también para el compuesto 49, en torno a 23 ppm correspondiente
al atomo de fosforo del fosfonio y un septuplete a 144.23 ppm correspondiente al acoplamiento

del fésforo del PFg con los seis atomos de fltor
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Figura 3.29. Espectro de °F RMN en CD,Cl, del compuesto 51
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Figura 3.30. Espectro de 3P RMN en CD,Cl, del compuesto 51

El espectro de masas MALDI muestra el pico del fragmento [M-PFe] (100%) con relacién
m/z= 607.1880 para el derivado 51.

Para la obtencién de los carbenos de plata, basandonos en el procedimiento
previamente descrito por Canac y colaboradores,”’ se hizo reaccionar cada uno de los
ligandos de partida 48 y 49 con un equivalente de éxido de plata, preparado in situ y
perfectamente seco a vacio para eliminar las posibles trazas de disolvente presentes,
bajo corriente de Argodn, utilizando como disolvente diclorometano seco obtenido a

través de un sistema SPS (Solvent Purification System) PS-400-6 de Innovative
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Technologies, inc. y en presencia de tamiz molecular para absorber las moléculas de H,O
formadas durante la reaccion.
Una vez formados los carbenos de plata(l) 52 y 53 se llevd a cabo la transmetalacion con

AuCltht para obtener los correspondientes carbenos de oro(l) 54 y 55.

__ Br, _ Br - Br
Th. | N Noh |
rR-N__ R ~ R 7
N Ag,0, T2 amb \/( AuCltht \L/
gBr uBr
pph, 80 h.CHzClp seco PPh, PPh,
® bajo Ar @ @
R=CHj3 (48), CH,Ph (49) R=CHj (52), CH,Ph (53, R=CHj (54), CHyPh (55)
53% Rdto 63% Rdto 59% Rdto 62% Rdto

Esquema 3.4. Sintesis de los carbenos de plata y oro.

El espectro de 'H RMN del compuesto 52 realizado en diclorometano-d; nos muestra la
formacién del carbeno de plata debido a la ausencia de la sefal correspondiente al
proton del imidazol que en los ligandos aparecia en torno a 9.00 ppm. El resto de sefiales
son muy similares a las del compuesto 48, a excepcidon de los dos dobletes
correspondientes a los protones del imidazol que en este caso se encuentran mas
proximos entre si, separados Unicamente por 0.50 ppm y no 1.50 ppm como era el caso

para el compuesto 48.

En el espectro de 3C APT RMN no se observan grandes cambios con respecto al
desplazamiento de las sefiales, se observan los tres dobletes correspondientes a las
sefiales de los carbonos fenilicos acoplados al atomo de fésforo, de nuevo la mayor
constante de acoplamiento se corresponde con la posicién orto, y la constante de
acoplamiento de menor valor se corresponde a los atomos en posicion para. Podemos
ademads observar las sefales correspondientes a los CH, de la cadena alifatica y el
singlete para el CHs unido al nitrégeno del imidazol. No se observa la sefial caracteristica

del carbono carbénico, probablemente debido a la baja solubilidad del complejo.
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Figura 3.31. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 52
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Figura 3.32. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 52

En el espectro de 'H RMN del compuesto 53 realizado en diclorometano-d, podemos
observar que la sefial de los protones bencilicos CH, se encuentra inmersa en la sefial
de diclorometano deuterado del disolvente. Y al igual que en el caso del compuesto
anterior, para este compuesto los dos dobletes correspondientes a los protones del

imidazol se encuentran mas proximos entre si con respecto al ligando de partida

(Compuesto 49).
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Figura 3.33. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 53

En el caso del espectro de 3C APT RMN la diferencia principal con respecto a su ligando
de partida reside en la seiial del carbono del carbeno unido al &tomo de plata, se trata
de un singlete ancho a 184.1 ppm. En este caso se trata de una seial ligeramente ancha
posiblemente debido al acoplamiento existente entre el atomo de carbono y los dos
isGtopos de plata activos en RMN: 1%?Ag con una abundancia de 51.84%, y 19°Ag con una
abundancia de 48.16%. En la figura 3.32 mostramos el espectro ideal de un carbono
unido a plata, dos dobletes; uno debido a los carbonos unidos a °’Ag con menor
acoplamiento, y el otro a los carbonos unidos a 1%°Ag con un acoplamiento mayor. El
espectro de masas MALDI muestra el pico del fragmento [M-Br]* (100%) con relacidon

m/z= 649.0358 para el complejo 53.

H H 5 H H
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Loy e e e
Z ~
JlogAg—C Xg Br\\\L Ig BI’\\\\
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®

®
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Figura 3.34. Acoplamiento entre el carbono y las especies de plata activas en RMN Ag y
109Ag.
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CHepn,meta CHenorto

Figura 3.35. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 53

Las reacciones de transmetalacion de los carbenos de plata(l) 52 y 53 con [AuCltht]
transcurren con la formacion de los carbenos de oro(l) unidos a bromo. La plata(l) se
retira del medio de reaccion por filtracion de las sales AgX (X= Cl o Br) insolubles
formadas. Asi se han obtenido los complejos 54 y 55. Una ruta alternativa de sintesis es
la reaccidn directa a partir de los ligandos, sin que se aislen los complejos intermedios
de plata. El espectro de masas MALDI muestra el pico del fragmento [M-Br]* (100%) con
relacion m/z= 663.0658 para el complejo 54 y [M-Br]* (100%) con relacién m/z=
737.0996 para el complejo 55.

H H
>_<_ —| Br
0,0l CH Hsc’N\(/N
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A4 82 BO 7B TE T4 T2 0 &8 66 B4 &2 60 5B 56 54 52 S0 48 46 44 42 48 38 k6 34 B2 30 28 26 24
1 {ppenl

Figura 3.36. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 54
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En los espectros de *HRMN de ambos complejos (Figuras 3.36 y 3.37), muy similares a

los de los ligandos de partida, se observa la ausencia del protén mas acido del imidazol.

=\ H H
I k\ J\ N>=<N T Br
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im
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Figura 3.37. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 55

Se obtuvieron cristales del compuesto 54 mediante difusidn liquido-liquido de hexano
sobre una disolucion del mismo en diclorometano. La estructura del complejo 54 fue
resuelta por difraccion de rayos X (Figura 3.38). El complejo cristalizd en el sistema
monoclinico, grupo espacial C2/c, con una molécula por unidad asimétrica. El anion
bromuro que neutraliza la carga positiva del cation [NHC-Au-Br]*, ocupa
alternativamente dos posiciones diferentes, por ello aparecen dos aniones Br  en cada
unidad asimétrica, cada uno de ellos con una “ocupancia” de 0.5. Las distancias de
enlace Aul-C33 1.997(9) A y Aul-Brl 2.3518(13) A encajan en los rangos de distancias

encontradas en otros carbenos N-heterociclicos de oro(l) con ligandos bromo.”?

El entorno del oro es lineal ligeramente distorsionado como muestra el angulo C33-Aul-
Brl 177.8(2)°. Es de destacar el angulo N1-C33-N2 de 105.6(7)° muy alejado de los 120°
tipicos de un Csp? y mucho menor que el encontrado en el complejo 9 (N2-C7-N1 de
117.6(9)°). La rigidez del anillo imidazol fuerza el pequefio tamafio de este dngulo. Esta
es una de las caracteristicas estructurales que diferencian a los carbenos ciclicos de los

aciclicos y que afectan profundamente a su comportamiento como catalizadores o pre-
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catalizadores, como ya se ha comentado en el apartado correspondiente a actividad

catalitica del Capitulo 2.

Figura 3.38. Estructura del catién del complejo 54. Distancias de enlace (A) y dngulos de enlace
(°) mas representativos: Aul-C33 1.997(9), Aul-Brl 2.3518(13), N1-C33 1.311(11), N1-C30
1.378(11), N2-C33 1.349(10), N2-C31 1.371(11), C30-C31 1.348(13), C33-Aul-Brl 177.8(2), N1-
C33-N2 105.6(7), N1-C33-Aul 128.5(6), N2-C33-Aul 125.8(6).

Siguiendo el procedimiento descrito por Canac y colaboradores,’”’ llevamos a cabo la
reaccion de los ligandos de partida 48 y 49 con un equivalente de 6xido de plata,
preparado in situ, pero en esta ocasion no empleamos diclorometano seco ni realizamos
la reaccion en presencia de tamiz molecular. En este caso observamos un cambio
estructural y quimico en la unidad fosfonio, se aprecia la presencia de éxido de
difenilfosfina que es el resultado de la oxidacién hidrolitica del fosfonio; esto podria
deberse a la formacidn de H;0 en presencia de Ag,0 seguln el mecanismo de alcohdlisis
de fosfonios descrito por Byrne y colaboradores.® De este modo logramos sintetizar una
nueva familia de compuestos fosfonio-oxigenados (56-59) con diferente solubilidad y

previsiblemente diferente actividad biolégica y comportamiento citotodxico.

— Br, _ _
R’N/\:\N —| R/N/—j\‘ R'N/_/}\I

\\\\ Ag,0, T@ amb \/( H AuCltht I \\\\
gBr ucl
60 h,CH.Cl; Ph,P=q Ph,P=g

PPh,
®

R=CHj3 (48)’ CH,Ph (49) R=CHj3 (56)’ CH,Ph (57) R=CHj3 (58)’ CH,Ph (59)

58% Rdto  61% Rdto 62% Rdto  66% Rdto

Esquema 3.5. Sintesis de los carbenos de plata y oro con dxido de difenilfosfina.
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En el espectro de *H RMN del compuesto 56 realizado en diclorometano-d, podemos
observar todas las sefiales correspondientes a las diferentes partes del compuesto:
fenilos, cadena alifatica, imidazol y metilo, asi como la ausencia de la sefial
correspondiente al protén del dtomo carbénico, lo que nos indica la formacién del
carbeno. Podemos observar en este caso que las sefiales aromaticas, ademas de
diferenciarse claramente en dos multipletes, Unicamente integran por diez protones lo
que corresponderia efectivamente a dos fenilos en lugar de a tres. Ademads, podemos
observar como las sefiales correspondientes a los protones del imidazol en este caso se

encuentran todavia mads cercanas entre si que en los casos anteriores.

€D,C AgBr

A L

B0 T A T4 T 7O 68 66 B4 B2 G0 S8 S8 54 52 55 48 48 44 A 40 L8 36 34 L3 I8 18 L6 Z4 LI 28
4 tpgm)

Figura 3.39. *H RMN en CD,Cl, del compuesto 56

En el espectro de 3C-APT RMN se observan las sefiales correspondientes al carbeno de
plata con éxido de fosfina, en este caso podemos resaltar la sefial ancha del carbono
ipso unido a la plata que al acoplarse el carbono con las especies activas de plata en
RMN 197Ag y 199Ag se deberian de distinguir dos dobletes. Cabe destacar que en este
caso en el espectro de carbono las sefales correspondientes a los CH; alifaticos han
intercambiado sus posiciones y podemos identificar los dos dobletes consecutivos
correspondientes a los CH, unidos al atomo de nitrogeno y al atomo de fdsforo
respectivamente, y por ultimo el singlete correspondiente a los CH, centrales de la

cadena alifatica.
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CH,,,

€o,cl,

Figura 3.40. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 56

Para corroborar que efectivamente se ha producido una oxigenacion del fosfonio,
ademas de comprobar que las sefiales en protdn se corresponden con Unicamente dos
grupos fenilo, podemos distinguir en el espectro de 3P RMN una sefial en torno a 31.30
ppm mientras que para el compuesto 52, en el que el fosfonio no esta oxigenado, la

sefial del fosforo aparecia a 24.17 ppm.

30.78

24.17

1 p RMN compuesto 52

Figura 3.41. 3'P RMN en CD,Cl; de los compuestos 56 y 52

Para el compuesto 57 en el espectro de H RMN realizado en diclorometano-d;
observamos la desaparicidn de la sefial del protén del carbono central del imidazol y
podemos reconocer facilmente el resto de sefiales correspondientes al grupo bencilo,

cadena alifatica y fosfonio oxigenado.
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: H H
CD,Cl :_<
a2 NN

CH, AgBr
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Figura 3.42. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 57
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Figura 3.43. 3C RMN en CD,Cl, del compuesto 57
En el espectro de 3C APT RMN se observan las sefiales correspondientes al carbeno de
plata con fosfina oxigenada, en este caso podemos resaltar de nuevo la sefial ancha del
carbono ipso unido a la plata, debido a su acoplamiento con las especies activas de plata
en RMN 197Ag y 109Ag. Cabe destacar que en este caso en el espectro de carbono las
sefiales correspondientes a los CH; alifaticos han intercambiado sus posiciones, al igual
gue ocurria en el caso del compuesto anteriormente descrito, y podemos identificar los
dos dobletes consecutivos correspondientes a los CH, unidos al atomo de nitrégeno y al

atomo de fosforo respectivamente, y por ultimo el singlete correspondiente a los CH;
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centrales de la cadena alifatica. El espectro 3P RMN muestra la sefial correspondiente

al fésforo oxigenado a 30.78 ppm.

Figura 3.44. 3'P RMN en CD,Cl, del compuesto 57

Los carbenos de oro(l) 58 y 59 se obtienen por reaccion de los precursores de plata(l)
con [AuCltht]. Es posible, como en las reacciones anteriores con los ligandos 48 y 49,

obtener los carbenos de oro(l) a partir de los ligandos, sin aislar los intermedios de plata.

Los cloro-complejos obtenidos presentan espectros *H RMN (Figuras 3.45 y 3.46) y 3C
RMN similares a los de los precursores de plata(l). El 31P RMN muestra las sefiales a 31.05

ppm vy 30.91 ppm, respectivamente.

CH, H H

CD,Cl, 58  Ph:P=g

o CH, o
*"CH,y, CH,,

im

ji I JUL

B0 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 45 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 2.0
F1 faom)

Figura 3.45. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 58
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CH,
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Figura 3.46. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 59.

3

Figura 3.47. 3P RMN en CD,Cl, del compuesto 58 (izquierda) y 59 (derecha) .

El espectro de masas MALDI muestra el pico [M-Cl] (100%) con relacion m/z=521.1051
para el complejo 58. Se obtuvieron cristales del compuesto 58 mediante difusién
liquido-liquido de hexano sobre una disolucién del mismo en diclorometano. El analisis
mediante difracciéon de rayos X revelé que el complejo 58 cristalizd en el sistema
triclinico, grupo espacial P-1 con dos moléculas por unidad asimétrica. Las distancias y
angulos de enlace en cada una de las dos moléculas de la unidad asimétrica son
parecidos, por lo que se muestran en la Figura 3.48 sélo los de una de ellas. Las distancias
Au-C y Au-Cl son del mismo orden a las encontradas en el complejo 9 (cloro-carbeno

aciclico) u otros derivados organometalicos de oro(l) con ligandos cloro. El entorno
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alrededor del 4tomo de oro es lineal, ligeramente distorsionado, como muestran los
angulos C23-Aul-Cl1 de 177.88(13)° y C53-Au2-Cl2 de 178.92(12)°. Los angulos N1-C23-
N2 de 104.9(4)° y N3-C53-N4 de 105.8(4)° alrededor de los carbonos carbénicos son
mucho mds estrechos que los correspondientes a una hibridacién sp?, como se observa
también en el complejo 54. Las distancias P-O, P1-01 1.490(3) A y P2-02 1.492(3) A,
encajan con los valores esperados para un enlace doble P=0, mientras que los valores
de los enlaces simples P-C, de aproximadamente 1.800 A, encajan bien con distancias
de enlaces simples P-C. Es interesante constatar como el enlace P=0 ejerce importantes
repulsiones sobre sus compafieros P-C, cumpliéndose los postulados de la “teoria de la
repulsion de los pares de electrones de la capa de valencia” (RPECV). Para la molécula
que contiene el P1 los angulos de estos enlaces son: 01-P1-C1 113.2(2), 01-P1-C17
112.9(2) y O1 P1 C11 111.8(2)° (observamos que son > 109.5) y C1-P1-C17 103.8(2), C1
P1 C11 104.4(2) y C17 P1 C11 110.1(2)° (observamos como a excepcion del ultimo
angulo, son < 109.5). Se puede comprobar como los dangulos en los que el oxigeno esta

implicado son mayores que los C-P-C.

Figura 3.48. Estructura de una de las moléculas del complejo 58 Distancias de enlace (&) y
angulos de enlace (°) mas representativos: Aul-C23 1.969(5), Aul-Cl1 2.3012(10) N1-C23
1.351(6), N1-C20 1.379(6), N2-C23 1.363(5), N2-C21 1.391(6), P1-O1 1.490(3), P1-C1 1.803(4),
P1-C17 1.807(4), P1-C11 1.813(5), C23-Aul-Cl1 177.88(13), N1 C23 N2 104.9(4), 01-P1-C1
113.2(2), 01-P1-C17 112.9(2), C1-P1-C17 103.8(2), 01 P1 C11 111.8(2), C1 P1 C11 104.4(2), C17
P1C11110.1(2).
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Con el fin de obtener una cuarta familia de compuestos con una mejor solubilidad en
disolventes organicos y agua, y quizds una mejor actividad antitumoral, decidimos

sintetizar los carbenos de plata(l) y oro(l) con PFs como contraion.

— (PFG)S PF,
— (PFe)2 i —| [\ 6
r-N_N L Phyp R’N\j \\\\ R-N |
A
R 5Ph3

Ag,0, T2 amb \\\\ AuCltht
B —_— ucCl
60 h,CH,Cl, seco )\ _ Ph
Phs N”'N R=CH, (60 3
® bajo Ar \__/ =CHjs (60y ®
R=CHj; (50), CH,Ph (51 R=CH,, CH,Ph 53% Rdto

Esquema 3.6. Sintesis de los carbenos de plata y oro con PFg como contraién.

Para la obtencidn de los carbenos de plata, seguimos el procedimiento usado hasta
ahora para evitar la oxigenacion del fosfonio. Para ello se hizo reaccionar cada uno de
los ligandos con el contraidon PFs, compuestos 50 y 51, con un equivalente de oxido de
plata, preparado in situ y perfectamente seco a vacio para eliminar las posibles trazas
de disolvente presentes, bajo corriente de Argdn, utilizando como disolvente
diclorometano seco obtenido a través de un sistema SPS (Solvent Purification System)
PS-400-6 de Innovative Technologies, inc. y en presencia de tamiz molecular para
absorber las moléculas de H,O formadas durante la reaccién. No fue posible, sin
embargo, aislar los carbenos de plata. De las reacciones de transmetalaciéon con
[AuCltht] sélo resulté estable la especie de oro(l) con el grupo metilo (60). Proponemos
la formacion de bis(carbenos) de plata como intermedios de reaccién debido a la poca

capacidad coordinativa de los aniones hexafluorofosfato.

El espectro 'H RMN (Figura 3.49) muestra las sefiales esperadas para el complejo junto
con pequenas impurezas identificadas como del ligando de partida que no han podido

ser eliminadas.
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.............................................................

Figura 3.49. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 60

Se han podido obtener cristales del carbeno 60 por lenta difusidon de hexano a través de
una disolucién del complejo en diclorometano (Figura 3.50). 60 cristaliza en el sistema
monoclinico, grupo espacial P2(1)/c, con una molécula por unidad asimétrica. Las
distancias Au-Cy Au-Cl concuerdan bien con las distancias encontradas en los complejos
9, descrito en el capitulo 1, y 58. El entorno del atomo de oro es practicamente lineal,
C33-Aul-Cl1 178.48(8)°. Es interesante constatar que el angulo alrededor del carbono
carbénico, N2-C33-N1 de 105.0(2)°, es mucho menor que el encontrado en el complejo

9 (N2-C7-N1 de 117.6(9)°), y similar a los que presentan los complejos 54 y 58.

Figura 3.50. Estructura del catién del complejo 62. Distancias de enlace (A) y dngulos de enlace
mas representativos(®): Aul-C33 1.984(3), Aul-Cl12.2840(7), N1-C33 1.362(4), N1-C30 1.381(4),
N2-C33 1.349(4), N2-C31 1.380(4), C33-Aul-Cl1 178.48(8), N2-C33-N1 105.0(2), N2-C33-Aul
126.3(2), N1-C33-Aul 128.7(2).
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Para finalizar la parte sintética de este capitulo, se ha estudiado la reactividad del
complejo 55 con diferentes tioles, con la intencién de formar los correspondientes
tiolatos de oro(l), mediante una reaccidn de sustitucion o desplazamiento del ligando
bromuro. En la sintesis de los derivados de oro(l) 61, 62 se utiliza una base, por una
parte, para desprotonar la 2-mercaptopiridina y la 1-tio-B-D-glucosa, y por otra parte,
para ayudar a eliminar el Br, ya que se elimina en forma de KBr, segun lo descrito en la
parte experimental. La adicién de KPFs conduce a la sustitucidn simultanea del contraién

bromuro por hexafluorofosfato (Esquema 3.7).

Br PF
— KPFg, K,CO4, T 2 amb — 6
QA 7 e S ]

f 12 h,CH,Cl, T
uBr USR'

PPh, PPhy
® ®

_ PR PFs
QA QA
S Ph, AcQ $ Ph,

X
B ® AMOAC ®
~

61 AcO 62

0,
53% Rdto 57% Rdto

Esquema 3.7. Sintesis de los tioderivados a partir del carbeno de oro(l) 55.

Para el compuesto 61 en el espectro de *H RMN realizado en diclorometano-d, podemos
reconocer facilmente las sefiales correspondientes al grupo piridina en la zona

aromatica junto a los protones aromaticos de la fosfina (Figura 3.51).

| i i )
CHpy, H_H —|PF°

CHp 4 8 FPhy

Figura 3.51. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 61
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En el espectro de 3P RMN ademds de una sefial a 30 ppm correspondiente al fésforo de
la fosfina aparece la sefial en torno a -150.0 ppm correspondiente al grupo PFs de

contraion.

Figura 3.52. 3'P RMN en CD,Cl, del compuesto 61

Para el compuesto 62 en el espectro de *H RMN realizado en diclorometano-d, de nuevo
observamos las sefiales correspondientes a la coordinacién de la tioglucosa; en este caso
cabe destacar los singletes muy caracteristicos correspondientes a los grupos metilos de
la tioglucosa. Ademds, podemos distinguir en el espectro de 3!P RMN una sefial a 30
ppm correspondiente al fésforo de la fosfina y una sefial en torno a -150.0 ppm
correspondiente al grupo PFs de contraion. El espectro de masas MALDI muestra el

fragmento [M-PFs]* (100%) con relacién m/z= 768.1864 para el complejo 61.

@ I\>:<I\ —|F’Fs

~~N_ N
Au
[}
— s PPhs
@

Ao 0 oa
CH, COT I OAC

CH3 AcO 62
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CH,

CHpy CHy,
CHen || CHim CH,

T T T T T T T T
3.5 3.0 25 20 15 10 05 0.0

N N T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
1 (ppm)

Figura 3.53. 'H RMN en CD,Cl, del compuesto 62
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Figura 3.54. 3'P RMN en CD,Cl, del compuesto 62

El espectro de masas MALDI muestra el pico [M-PFs]*(100%) con relacion m/z=

1021.2473 para el complejo 62.

Se ha intentado la preparacién de los tiolatoderivados con tiouracilo y tiocitosina, pero

no ha sido posible la obtencion de sus productos puros.

Br PF
=\ KPFg, K,CO5, T 2 amb =\ 6
Q/N _N | + HSR N__N |
X X
uBr uSR'
Ph, PPhg

55 ® @

A LY
gl\l(\ N $ PP, i\;\fs PP,

0 NH,

\

s
e

Esquema 3.8. Preparacion de los tioderivados a partir del carbeno de oro (1) 55 obtenidos impuros
3.3. Sintesis de Carbenos N-Heterociclicos de oro(l) con grupos triazol.

Se ha intentado la preparaciéon de carbenos N-heterociclicos de oro(l) a partir de
ligandos que contengan grupos imidazol y triazol. La sintesis de los ligandos
investigados, 63 y 64, se ha llevado a cabo a través de reacciones “click” catalizadas por
Cu(l). Se han utilizado los métodos ya descritos en la bibliografia, a través de un proceso

de cicloadicion 1,3 de azidas orgénicas con alquinos terminales.8%.82:83,84,85,86,87
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Hemos utilizado los grupos propargil-imidazol (1,3-di(prop-2-in-1-yl)-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol y 1,3-di(prop-2-in-1-yl)-1H-imidazol, ya conocidos) mostrados en los
Esquemas 3.9 y 3.10, y benzilazida. El Cu(l) que se propone que actla como catalizador,

se prepara “in situ” por reduccién de Cu(ll) con ascorbato de sodio.

—IBr N/\Q e

Ns

H
N ) N
+ acetona
2
©EN/> Br Toh, “leh Teamb @ > T%amb, 48 h @EN)

\\ 1:1 H,O/'BUOH N
== CuSO,/4c. ascorbico \\&‘N

’I\/I
63 :j

62% Rdto

\

Esquema 3.9. Sintesis del ligando 63 con dos grupos triazol.
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== CuSOy/ac. ascorbico

64
68% Rdto

Esquema 3.10. Sintesis de ligando 64 con un grupo triazol.

Los nuevos ligandos 63 y 64 han sido caracterizados por espectroscopia de resonancia

magnética nuclear de protdén y carbono.

Br

DMS0-d,
H,0

CH

Figura 3.55. 'H RMN en DMSO-d¢ del compuesto 63

El compuesto 63 presenta un complicado espectro *H RMN en DMSO deuterado, en el
gue se observa que los cuatro grupos CH; son diferentes y que los H de dos CH; son
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claramente diastereotdpicos, ya que aparecen en el espectro como sistemas AB (Figura
3.55.). Estos datos apuntan a que en disolucién y a temperatura ambiente, el giro de los
fragmentos triazol y fenilo estd parcialmente impedido, probablemente debido a
razones estéricas. Aunque no disponemos de datos que lo confirmen, es probable que
los grupos CH; con hidrdogenos diastereotdpicos sean los unidos al grupo imidazol, cuyo
movimiento podria estar mas impedido. No se observa el protén del grupo imidazol, lo
que indica un probable intercambio con el disolvente. En el espectro de 3C RMN tras 12
horas de acumulacion sdlo se observan claramente las sefiales correspondientes a los

carbonos de los grupos fenilo.

DMSO-d, T >
64

CH,,

Figura 3.56 '*H RMN en DMSO-d¢ del compuesto 64

El espectro de *H RMN del ligando 64 muestra las sefiales esperadas, 3 singletes para los
grupos CH;, un multiplete para los protones de los dos grupos fenilo, las tres sefiales del
grupo imidazol y la del protén del grupo triazo (Figura 3.56). En el espectro de 3C RMN

(Figura 3.57) se pueden distinguir todas las sefiales esperadas.

CH,,

CH,.,
CHyy CH,,

¢ _|_|| H ‘ -

DMSO-d,

Figura 3.57. 3C RMN en DMSO-d¢ del compuesto 64
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El carbono entre los nitréogenos del grupo imidazol se ve en el espectro APT como un
carbono cuaternario, debido probablemente a que su protén se intercambia con el
disolvente. En el espectro 2D *H -13C HSQC se observa sin embargo un acoplamiento con

el protdn correspondiente (Figura 3.58).

R

Figura 3.58. HSQC RMN del compuesto 64

El objetivo de la preparacién de estos ligandos, como ya hemos comentado al principio
de este apartado, era la sintesis a partir de ellos de carbenos N-herociclicos de oro(l) por
sustitucion del hidrégeno acido del grupo imidazol por el metal. Se utilizé para ello la
secuencia de reacciones ilustradas en el Esquema 3.11, en primer lugar, la formacién del
carbeno de plata por reaccidn del ligando 63 con 6xido de plata, en segundo lugar, la
reaccion de transmetalacion con el derivado clorurotetrahidrotiofenooro(l). El resultado
no fue el esperado y el compuesto que se aislo resulté ser el derivado de oro(lll) con tres
grupos bromuro (65). Son los iones Ag(l) los responsables de la oxidacion de oro(l) a
oro(lll) reduciéndose ellos a plata metalica. Este inesperado y poco frecuente
comportamiento del carbeno N-heterocliclico de plata, habia sido observado, entre

otros, por Haque y colaboradores.

—‘ Br —‘ Br
v v,

a / _N /N

N 0.5 eq Ag,0 N N

€q.Ag, @[ AuCltht
- . />*AgBr T — AuBr.
@EN/> T2amb, 12h N N T2amb, 5 h N/% ®
N‘N CH,Cl, \\&/N CH,Cl, N‘N
O SO
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Esquema 3.11 Sintesis de carbeno de oro 65 con dos grupos triazol.
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El espectro *H RMN (DMSO deuterado) del derivado de oro(lll) (Figura 3.59) se simplifica
con respecto al del ligando de partida. Se observan dos singletes que corresponden a los
CH; equivalentes dos a dos, el multiplete correspondiente a los protones de los dos
grupos fenilo, dos dobletes de los H aromaticos del benzilimidazol y el singlete del H del

grupo triazo.

ler
N
N N
i S—AuBry
N
N
N
LN A
CH, 85 S A

CH,

CH

CHy, .

Figura 3.59 'H RMN en DMSO-d¢ del compuesto 65

Se obtuvieron cristales del complejo 65 por lenta difusién de hexano en una disolucion
del compuesto en diclorometano. El compuesto cristalizo en el sistema triclinico, grupo
espacial P-1, con una molécula por unidad asimétrica (Figura 3.60). La resolucion de su
estructura cristalina por difraccion de rayos X, nos aclaré lo sucedido en esta reaccién
inesperada. El entorno del 4tomo de oro es practicamente plano cuadrado, el tipico del
oro en estado de oxidacion +3, con dngulos de enlace de 89.89(7)°, 87.18(7)°, 91.523(12)°
y 91.367(12). Podemos observar que el dngulo alrededor del cabono carbénico (C1) es de
108.7(2)° algo mds amplio que los encontrados en los carbenos de oro(l) con grupos
fosfonio 54, 58 y 60 (alrededor de 105°). La distancia Au-C de 2.018(2) A es mas larga que
las encontradas en los carbenos de oro(l) 54 (1.997(9) A) 58 (1.969(5) A) 6 60 (1.984(3)
A), vy las distancias Au-Br de 2.4178(3), 2.4243(3) y 2.4344(3) A, son notablemente mas
largas que la del bromo derivado 54 (2.3518(13) A). Sin embargo, estas distancias son
similares a las encontradas en el tribromuro carbeno complejo de oro(lll) con 1,3-
dibenzilimidazol (la distancia Au-C es de 2.031(8) A, las distancias Au-Br varian entre

2.420(1) Ay 2.442(1) A),%%n el que el oro se encuentra en un entorno similar.
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Figura 3.60. Estructura cristalina del complejo 65 Distancias (A) y angulos (°) de enlace: Aul-C1
2.018(2), Br1-Aul 2.4178(3), Aul-Br3 2.4243(3), Aul-Br2 2.4344(3), C1-Aul-Brl 89.89(7), C1-
Aul-Br3 87.18(7), Br1-Aul-Br2 91.523(12), Br3-Aul-Br2 91.367(12), N2-C1-N1 108.7(2).
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Esquema 3.12. Sintesis de carbeno de oro 66 con un grupo triazol.

La reaccién del ligando 64 con 6xido de plata y clorurotetrahidrotiofenooro(l) conduce

finalmente a una mezcla de compuestos en la que hemos podido identificar, por

cristalizacién y resolucién de la estructura cristalina, el carbeno derivado 66 de oro(lll)

con tres grupos bromuro (Esquema 3.12 y Figura 3.61). Aunque los datos de la resolucién

de la estructura cristalina de 66 no son de suficiente calidad, si nos han permitido

identificar, fuera de toda duda, la estructura del complejo. Los intentos de preparacién

de este complejo puro resultaron infructuosos.
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Figura 3.61. Estructura cristalina del complejo 66

Ya que el procedimiento de transmetalacion conduce fundamentalmente a los carbenos
de oro(lll), se han ensayado también las reacciones de los ligandos con [AuCltht] en
presencia de carbonato de potasio o cesio como agentes desprotonantes.
Desafortunadamente, no ha sido posible obtener los productos puros, en todos los casos
la reaccién no es completa y los productos de la misma aparecen impurificados con

cantidades importantes de los derivados de partida.

3.4. Actividad Biologica sobre Células Tumorales Humanas
En el apartado 3.4.1 de la discusidn de resultados y en la parte experimental del capitulo
anterior ya se describen con detalle las técnicas utilizadas y su base por lo que en este

capitulo tan solo se muestran los resultados obtenidos.

3.4.1. Estudio de la actividad citotdxica de carbenos de oro(l)

Se llevéd a cabo el estudio de la citotoxicidad de nuestros complejos mediante el método
del MTT frente a las lineas celulares humanas A-549 (pulmén), Hela (cervicoma), HCT-
WT (cancer de coldn), HCT-DKO (cancer de coldn resistente apoptosis) y células
tumorales Jurkat.

Para realizar este analisis se preparan disoluciones de concentracién conocida en DMSO
qgue posteriormente se diluirdn en el medio de cultivo; por este motivo, antes realizar
cualquier ensayo, tenemos que comprobar la estabilidad de los compuestos. Para ello
se prepararon disoluciones 20 mM en DMSO de los compuestos que queriamos estudiar.
A continuacion, se prepararon disoluciones 10*M en solucidn bufer (PBS) y se realizaron

medidas de UV-visible a t=0 min, t=1h, t=5h y t=24h incubando dichas disoluciones a
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37°C, con la finalidad de observar si se produce algin cambio o se generan especies
diferentes en el medio en el que se realizaran los ensayos. Todos los compuestos
estudiados resultaron ser estables bajo esas condiciones que simulan las condiciones

bioldgicas (Figura 3.62).

Estabilidad UV
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Figura 3.62. Espectro de UV-visible que muestra la evolucion de la absorcidn a lo largo del
tiempo.

Una vez comprobada la estabilidad de los diferentes complejos metdlicos ya pudimos

pasar al estudio de su citotoxicidad mediante el ensayo MTT.
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Figura 3.63. Placas de cultivo y medio de cultivo RPMI, Roswell Park Memorial Institute, y
DMEM, Dulbecco's modified Eagle's médium.
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Se estudiaron los valores de ICsg para los ligandos libres, los complejos metdlicos de plata
y oro, y los tioderivados de oro (l) (Esquema 3.13). En la Tabla 3.1 se muestran los

resultados para los complejos estudiados en las cuatro lineas tumorales.

Como se puede ver en la Tabla 3.1., ninguno de los cuatro ligandos libres estudiados
mostré actividad citotdxica para las lineas celulares estudiadas.
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Esquema 3.13. Ligandos libres, los complejos metdlicos de plata y oro, y los tioderivados de
oro(l) de los que se estudié la actividad citotoxica en las diferentes lineas celulares.

Compuesto ICso £ error ICso £ error ICs0 £ error ICso £ error
48 83.85+2.31 150.72 £ 0.38 4193 +1.52 43.16 + 1.07
49 85.67 £1.95 622.00 + 4.00 97.71+£3.61 92.07 £1.97
50 84.97 £ 2.39 136.00 £ 2.08 51.68 +0.79 47.73 +2.05
51 117.90 £ 2.94 174.08 £ 3.08 44.32 £3.22 44.32 +2.32
52 41.56+1.19 1.53+0.24 17.19+£0.22 5.52 +£0.77
53 61.84 +2.02 23.70+1.65 2.91+0.14 3.37 £0.62
54 48.98 £ 0.84 23.94+1.35 25.32 +1.55 5.11 +£1.08
55 57.18 £1.90 1.28 £0.20 13.16 £ 1.25 13.39 £0.42
56 26.35+1.65 29.70+1.43 33.13+1.13 18.91 +1.46
57 28.19+0.30 28.80+1.67 23.50+1.62 7.82 +1.97
58 45.24 + 1.66 28.40+1.68 5.51+1.02 8.05 +1.09
59 59.05+2.38 31.10+1.75 27.30+0.84 31.57 £2.73
60 62.47 £1.94 18.60+1.34 6.85+1.03 26.07 +1.39
61 18.92 £ 0.87 6.33+£0.14 440+1.11 0.88 £ 0.02
62 17.41+1.03 4.87 +1.20 4.42 +1.05 14.05 +1.04

A549 HCT WT Hela Jurkat

Tabla 3.1. Valores de ICsp para los ligandos de partida y compuestos sintetizados.
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Ademas, decidimos realizar un ensayo MTT para las dos lineas celulares HCT 116 WT y
DKO, siendo esta ultimas una cepa de células epiteliales de carcinoma colorrectal
humano resistentes a la apoptosis por via mitocondrial; de manera que pudiésemos
probar si nuestros compuestos inducian la muerte celular via apoptosis o bien mediante

otro mecanismo de muerte celular. A continuacion, se muestran los valores obtenidos:

Compuesto ICso £ error ICso £ error
48 150.72 £ 0.38 83.06 + 3.65
49 622.00 £4.00 261.03 £3.03
50 136.00 + 2.08 161.12 £ 0.68
51 174.08 £ 3.08 471.09 £3.28
52 1.53+0.24 6.51+£0.21
53 23.70 £ 1.65 16.08 £+ 1.63
54 23.94 £ 1.35 24.92 + 0.65
55 1.28 £0.20 27.39+1.79
56 29.70+1.43 7.57 £2.35
57 28.80 £ 1.67 25.90+0.48
58 28.40 £ 1.68 17.19+4.84
59 31.10+£1.75 25.45+1.78
60 18.60£1.34 47.81+1.43
61 6.33+0.14 4.67 £0.65
62 4.87 +£1.20 27.96 £ 0.87

HCT WT HCT DKO

Tabla 3.2. Valores de ICso para los ligandos de partida y compuestos sintetizados.

Observando los datos de la Tabla 3.1 podemos concluir que ninguno de los ligandos (48-
51) es activo en ninguna de las lineas celulares estudiadas. Para la linea celular A-549
(pulmon) los resultados de ICsp son variables, los valores mas destacables corresponden
a los complejos 61 y 62, es decir, a los tioderivados con tiopiridina y tioglucosa
respectivamente, probablemente debido a su mayor accién dentro de la mitocondria.
También hay que destacar el valor de 1Cso de los complejos 56 y 57 (ICso = 26.35 uM y
28.19 uM) correspondientes a los carbenos de plata con fosfina oxigenada. En general

los compuestos no son muy efectivos en esta linea celular.

Para la linea celular HCT (Cancer de colén) WT Il y DKO los resultados son bastante
prometedores en general para los compuestos exceptuando los ligandos, con valores de

ICso en torno a 25 y 10 uM para los complejos de Au(l) de ambos ligandos. Para la linea
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sin modificaciones genéticas wild type, WT II, son destacables los valores de ICso para el
carbeno de oro(l) con el grupo fenilo, compuesto 55, en torno a 1.3 uM y el valor de ICso
de 1.5 uM para el compuesto 52 de plata(l), ademas de los correspondientes a ambos
tiolatos de oro(l). Si comparamos ambas lineas celulares entre si, podriamos concluir
que tanto para el compuesto 55, carbeno de oro(l) con el grupo fenilo, como para el 62,
carbeno de oro(l) con tioglucosa, el valor de ICso para la linea WT II, es mucho menor
que para la linea modificada genéticamente doble knock-out, DKO, resistente a la
apoptosis; esto querria decir que ambos compuestos podrian inducir la muerte celular

por apoptosis.

Frente a la linea celular Hela (cervicoma) los resultados son excelentes para los tiolatos
de Au(l) derivados del compuesto 55, tanto el compuesto 61 como el 62 presentan
valores de ICso en torno a 4 uM. También hay que destacar los valores obtenidos para
los complejos, 53, 58 y 60, correspondientes a los carbenos de plata(l) con fenilo, oro(l)
con metilo y fosfina oxigenada, y oro(l) con metilo y PFs como contraién, que en todos
los casos son menores de 7 uM. Podemos también destacar la influencia del contraién
PFe, ya que para el carbeno de oro con metilo encontramos valores de ICsp mds bajos
con el contraién PFes, complejo 60 con un ICso en torno a 6.85 uM, que para el complejo
con contraién bromuro, complejo 54, con un ICso en torno a 25.32 uM, lo que podria
deberse a la mayor solubilidad en agua de los compuestos con PFs como contraién.
Frente a la linea celular Jurkat (linfocitos) los resultados son bastante buenos para
todos los complejos estudiados (complejos de Ag(l) y Au(l) con los ligandos 48 y 49, y
tiolatos de Au(l)), con valores relativamente bajos. Es remarcable el valor
extraordinariamente bajo de ICso para el complejo de oro(l) con tiolpiridina 61, I1Cso de

0.88 M.

En lineas generales podemos observar que los complejos de Au(l) estudiados muestran
un comportamiento diverso, pero podriamos concluir que los tiolatos muestran mayor

citotoxicidad que su analogo con ligando bromuro.

Tanto los complejos de plata(l) como los de oro(l) presentan valores de ICso variables
para todas las lineas celulares estudiadas, por lo que podemos concluir que la actividad
citotoxica de nuestros compuestos viene dada por el metal, si bien no podemos describir

grandes diferencias entre los comportamientos de la plata y el oro en los ejemplos
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estudiados. También podemos afirmar que los ligandos a los que el metal se encuentra
coordinado desempenan un importante papel en la citotoxicidad: los complejos que
poseen coordinado el grupo metilo parecen mostrar mejor actividad que los complejos

analogos que tienen coordinado el ligando bencilo.

Comparativa IC50

I &
L
IiI i Ii “ I‘ Ili i I il |if Iii

Cpto 52 Cpto53 Cpto54 Cpto55 Cpto56 Cpto57 Cpto58 Cpto59 Cpto60 Cpto61 Cpto 62
W A549 41.56 61.84 48.98 57.18 26.35 28.19 45.24 59.05 62.47 18.92 17.41
B Hela 17.19 291 25.32 13.16 33.13 23.5 5.51 27.3 6.85 4.4 4.42
M Jurkat 5.52 3.37 5.11 13.39 18.91 7.82 8.05 31.57 26.07 0.88 14.05
HCTWT  1.53 23.7 23.94 1.28 29.7 28.8 28.4 31.1 18.6 6.33 4.87

70

60

5

o

pit

o

IC50

3

o

2

o

1

o

o

-10

Figura 3.64. Grafica comparativa de los valores de IC50 obtenidos para los complejos estudiados.
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3.5. Conclusiones

Con la intencién de sintetizar nuevos complejos que presenten una mayor actividad a
menores concentraciones, minimizando asi los efectos secundarios no deseados, en
este capitulo se llevd a cabo la sintesis de diversos carbenos N-heterociclicos de plata(l)
y oro(l) con ligandos tiolato y fosfonio. Ademas, se ha estudiado la preparacion de
compuestos de oro con ligandos NHC sustituidos por grupos triazol, obtenidos mediante

reacciones clic.

Se realizaron estudios de actividad citotdxica frente a diferentes lineas celulares (A549,
HCT WT, HCT DKO, Jurkat y Hela) obteniéndose interesantes resultados. Los ligandos de
partida resultaron inactivos para todas las lineas celulares estudiadas, en lineas
generales observamos que los complejos de oro(l) estudiados mostraban un
comportamiento diverso, pero aquellos que poseian tiolatos mostraban una mayor
citotoxicidad en comparacién con su andlogo con bromuro. Tanto los complejos de
plata(l) como los de oro(l) presentaban valores de ICso variables para todas las lineas
celulares estudiadas, por lo que podemos concluir que la actividad citotoxica de
nuestros compuestos viene dada por el metal, si bien no podemos describir grandes
diferencias entre los comportamientos de la plata y el oro en los ejemplos estudiados.
Sin embargo, si que podemos afirmar que los ligandos a los que el metal se encuentra
coordinado si que desempeiian un papel clave en su citotoxicidad, presentando mejor
actividad aquellos complejos con un grupo metilo coordinado al grupo imidazol frente a

los que tienen el grupo bencilo.
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3.6. Parte Experimental

3.6.1 Preparacion Nuevos Compuestos

Procedimiento para la sintesis de los complejos 48-51

A una disolucién de 1- metilimidazol (0.4408 g, 5.37 mmol) en 30 mL de clorobenceno
se le aflade bromuro de (3-bromopropil)trifenilfosfonio (1.6689 g, 3.58 mmol) y se
mantiene en agitacion durante 15 horas calentando a 130 °C. Transcurrido ese tiempo
la disolucién se evapora a sequedad, posteriormente se redisuelve en 7-10 mL de
acetonitrilo y mediante la adicion de hexano se logra la precipitaciéon de 48 que es

obtenido mediante filtracion.

Ol

HC— o \\\\

48 PPhy
®

Rendimiento: 1.5191g (78%). *H RMN (CD:Cl,, 400 MHz) 6 10.34 (m, Himidazol), 8.45 (m,
CHimidazol), 7.93-7.86 (m, CHar), 7.85-7.79 (m, CHar), 7.74-7.68 (m, CHar), 7.14 (m,
CHimidazol), 5.00 (t, CHan), 3.92 (m, CHs + CH3), 2.47 (m, CHa,p). 3P RMN (CD,Cl;, 162 MHz)
24.59 (s, Pph3). 13C-APT RMN (CD,Clz, 101 MHz) 6 135.6 (d, CHar,para), 134.6 (d, CHar,meta),
131.0 (d, CHarorto), 124.7 (s, CHimidazol), 122.9 (s, CHimidazo1), 118.3 (d, CHipso,pn), 49.2 (d,
CHz,n) 37.0 (s, CH3), 25.1 (s, CH2), 20.5 (d, CHzp). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-Br2]**
(100 %) Calculado para CasH26N2P 385.1828; Encontrado 385.1815.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
110 105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.0 5.5 5.0 a5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

80
1 (ppm)

A una disolucién de 1- bencilimidazol (0.8496 g, 5.37 mmol) en 30 mL de clorobenceno
se le aflade bromuro de (3-bromopropil)trifenilfosfonio (1.6689 g, 3.58 mmol) y se
mantiene en agitacion durante 15 horas calentando a 130 °C. Transcurrido ese tiempo
la disolucién se evapora a sequedad, posteriormente se redisuelve en 7-10 mL de
acetonitrilo y mediante la adicién de hexano se logra la precipitacién de 49 que es

obtenido mediante filtracion.
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Rendimiento: 1.5331 g (69%). *H RMN (CDCl», 400 MHz) 6 10.51 (m, Himidazol), 8.42 (m,
CHimidazol), 7.97-7.88 (m, CHa), ), 7.87-7.81 (m, CHa/), 7.77-7.71 (m, CHa/), 7.48-7.41 (m,
CHar), 7.17 (M, CHimidazol), 5.45 (s, CH2), 5.01(t, CH2x), 4.03-3.88 (m, CH2p), 2.55-2.42 (m,
CH,). 3P RMN (CD,Cl;, 162 MHz) 24.55 (s, Pph3). 33C-APT RMN (CD,Cl;, 101 MHz) 6 136.1
(d, CHarpara), 134.1 (d, CHarmeta), 131.1 (d, CHarorto), 124.2 (s, CHimidazol), 123.7 (s,
CHimidazot), 117.5 (d, CHipso,pn), 49.7 (d, CHzn) 37.1 (s, CH3), 24.4 (s, CH3), 20.5 (d, CHyp).
HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-Br]* (100 %) Calculado para CsiH31BrN,P 543.1384;
Encontrado 543.1417.

T T T T T T T T
6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25
1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 20 40 60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200
1 (ppm)
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B B ds o ds Wm0 & H B & B B & 0 % 6 6 6 & 0 B &
A una disolucion del compuesto 48 (0. 1088 g, 0.2 mmol) en 30 mL de agua destilada se
le aflade hexafluorofosfato de amonio (0.0652 g, 0.4 mmol) previamente disuelto en 5
mL de agua destilada y se mantiene en agitacion durante 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucion se filtra y el solido se redisuelve en 10
mL de diclorometano, se seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y la disolucién
resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicidn de hexano se

logra la precipitacion de 50 que es obtenido mediante filtracion.

/:\N _I (PFe)2
N

H3C/ \7

PPh,
50 ®

Rendimiento: 0.0987 g (73%). 'H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 8.58 (m, Himidazol), 7.90-7.83
(m, CHar), 7.77-7.70 (m, CHar), 7.69-7.62 (m, CHar), 7.50 (t, CHimidazol), 7.19 (t, CHimidazot),
4.46 (t, CHa), 3.87 (s, CHs), 3.23-3.14 (m, CHap), 2.29-2.19 (m, CH,). 1°F RMN (CD.Cl,,
376.5 MHz) 72.02 (d, Upr= 41.41Hz). 31P RMN (CD,Cl,, 162 MHz) 23.62 (s, Pprs), 144.25
(sp,PFe). 3C-APT RMN (CDCly, 101 MHz) & 136.1 (d, CHar,para), 134.1 (d, CHarmeta), 131.1
(d, CHarorto), 124.2 (s, CHimidazol), 123.7 (s, CHimidazol), 117.5 (d, CHipsoph), 49.7 (d, CHa)
37.1 (s, CHa), 24.4 (s, CHy), 20.5 (d, CHap).
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 .56 58 60 62 64 -6 68 70 72 74 76 78 80 82 -84  -86 88 90 92 94  -96
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A una disolucién del compuesto 49 (0. 1244 g, 0.2 mmol) en 30 mL de agua destilada se
le afiade hexafluorofosfato de amonio (0.0652 g, 0.4 mmol) previamente disuelto en 5
mL de agua destilada y se mantiene en agitacion durante 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucidn se filtra y el sélido se redisuelve en 10
mL de diclorometano, se seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y la disolucién
resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicion de hexano se

logra la precipitacion de 51 que es obtenido mediante filtracion.

oh =\ —I (PFe)2

VNV/N\

51 PPh,
®

Rendimiento: 0.1219 g (81%). *H RMN (CD,Cl, 400 MHz) 6 8.71 (m, Himidazol), 7.89-7.83
(m, CHar), 7.76-7.70 (m, CHa/), 7.70-7.63 (m, CHar), 7.51 (m, CHimidazol), 7.45-7.42 (m,
CHpn), 7.36-7.33 (m, CHpn), 7.13 (M, CHimidazol), 5.26 (s, CH2), 4.46 (t, CHan), 3.25-3.13 (m,
CHzp), 2.29-2.19 (m, CH2). F RMN (CDCly, 376.5 MHz) 71.91 (d, YJp-r= 41.41Hz). 3'P
RMN (CD.Cly, 162 MHz) 23.56 (s, Ppn3), 144.23 (sp,PF¢). 13C-APT RMN (CDCl,, 101 MHz)
6 136.1 (d, CHar,para), 134.1 (d, CHar,meta), 131.1 (d, CHar,ort0), 130.4 (d, CHph,para), 130.2 (d,
CHph,meta), 132.6 (d, CHipso,ph), 129.4 (d, CHph,orto), 123.9 (S, CHimidazol), 122.8 (S, CHimidazol),
117.5 (d, CHipso,pph3), 54.02 (S, CH), 49.8 (d, CHan), 24.4 (s, CHy), 20.7 (d, CH,r). HRMS
(ESI-QTOF) m/z (%): [M-PFg]* (100 %) Calculado para Cs1H31FsN2P2 607.1923; Encontrado
607.1880.

o
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1 (ppm)
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 52-55

A una disoluciéon del compuesto 48 (0. 4214 g, 0.77 mmol) en 20 mL de diclorometano
seco con tamiz molecular se le aflade bajo argdn éxido de plata preparado in situ (0.2700
g, 1.11 mmol) y se mantiene en agitacién tapado de la luz durante 60 h a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucidn se filtra a través de celite y la disolucion
resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de éter
dietilico se logra la precipitacién de 52 que es obtenido mediante filtracion como un

solido blanco.

Br
/=,
H3C/N N
gBr\\\\
PPhy
52 ®

Rendimiento: 0.2652 g (53%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.87-7.69 (m, CHa/), 7.50 (m,
CHimidazol), 6.97 (M, CHimidazol), 4.58 (t, CH2,n), 3.82 5.26 (s, CHs), 3.80-3.71 (m, CH2p), 2.28-
2.17 (m, CH,). 3P RMN (CD,Clz, 162 MHz) 24.17 (s, Pphs). 3C-APT RMN (CD2Cl,, 101 MHz)
6 136.1 (d, CHar,para), 134.1 (d, CHar,meta), 131.3 (d, CHar,orto), 48.0 (d, CH2,n), 38.9 (s, CH3),
25.4-25.2(m, CHz), 20.8 (d, CHap).

. JJ.UM Ny
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i 75 70 65 6.0 55 50 a5 a0 35 30 25
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WWMWWWWW

50 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -0 -20 -3 -4 50 -60 70 -80 90 -1
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A una disolucién del compuesto 49 (0. 4808 g, 0.77 mmol) en 20 mL de diclorometano
seco con tamiz molecular se le anade bajo argdn éxido de plata preparado in situ (0.2700
g, 1.11 mmol) y se mantiene en agitacion tapado de la luz durante 60 h a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucion se filtra a través de celite y la disolucién
resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de éter
dietilico se logra la precipitacién de 53 que es obtenido mediante filtracion como un

solido blanco.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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Rendimiento: 0.3522g (63%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.83-7.66 (m, CHar), 7.35-7.27
(m, CHpn), 6.91 (d, Himidazol), 5.32 (s, CH2), 4.62 (t, CHa,n), 3.81-3.72 (m, CHap), 2.26-2.16
(m, CH2). 3P RMN (CDCl,, 162 MHz) 24.16 (s, Ppns). 33C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz) &
184.0 (s, Cipsoag), 137.2 (d, Cipso,en), 135.7 (d, CHarpara), 134.4 (d, CHarmeta), 131.2 (d,
CHar,orto), 129.4 (d, CHph,para), 128.8 (d, CHph,meta), 128.7 (d, CHph,orto), 122.5 (s, CHimidazol),
121.7 (s, CHimidazot), 118.7 (d, CHipso,pph3), 56.1 (S, CH2), 51.4 (d, CHan), 25.5 (s, CH,), 21.0
(d, CHap). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-Br]* (100 %) Calculado para
C31H30AgBrN;P 649.0358; Encontrado 649.0345.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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A una disolucién del compuesto 52 (0. 0688 g, 0.2 mmol) en 20 mL de diclorometano
seco con tamiz molecular se le afade bajo argdén [AuCltht] (0.12823 g, 0.4mmol) y se
mantiene en agitacién tapado de la luz durante 4 h a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo la disolucion se filtra a través de celite y la disolucion resultante
se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de una mezcla 1:1 n-
hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 54 que es obtenido mediante filtracion

como un solido blanco.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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Rendimiento: 0.0873 g (59 %). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.82-7.60 (m, CHar), 7.40 (m,
CHimidazol), 6.88 (M, CHimidazol), 4.36 (s, CH2n), 3.71 (s, CHs), 3.43-3.30 (m, CH), 3.43-3.30
(m, CHz;), 2.41-2.37 (m, CH2). 3P RMN (CD,Cl;, 162 MHz) 23.58 (s, Ppn) 13C-APT RMN
(CD2Cl2, 101 MHz) 6 136.1 (d, CHar,para), 134.1 (d, CHar,meta), 131.4 (d, CHar,orto), 50.7 (d,
CHa,n), 38.7 (d, CHs), 24.7 (s, CH2), 19.6 (d, CH2,p). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-Br]* (100
%) Calculado para CasH2sAuBrN,P 663.0658; encontrado 663.0664.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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A una disolucién del compuesto 53 (0. 0915 g, 0.2 mmol) en 20 mL de diclorometano
seco con tamiz molecular se le afade bajo argdén [AuCltht] (0.12823 g, 0.4mmol) y se
mantiene en agitacién tapado de la luz durante 4 h a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo la disolucion se filtra a través de celite y la disolucion resultante
se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de una mezcla 1:1 n-
hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 55 que es obtenido mediante filtracion

como un solido blanco.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

Rendimiento: 0.1012 g (62%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 7.88-7.70 (m, CHa,), 7.84 (d,
CHimidazot), 7.36-7.27 (m, CHar), 6.92 (d, CHimidazol), 5.32 (s, CHz), 4.57 (t, CHa,n), 3.57-3.65
(m, CHa,p), 2.47-2.36 (m, CH2). 3P RMN (CD,Cl2, 162 MHz) 23.56 (s, Ppn3).23C-APT RMN
(CD2Cly, 101 MHz) 6 136.0 (s, Cipso), 135.9 (d, CHar,para), 134.2 (d, CHarmeta), 131.3 (d,
CHar,orto), 129.5 (d, CHph para), 129.1 (d, CHph,meta), 128.5 (d, CHphorto), 118.3 (d, CHipso,ph),
55.7 (S, CH2), 50.9 (d, CH2), 25.4 (s, CHa), 20.9 (d, CH2,). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-
Br]* (100 %) Calculado para C31H3pAuBrN;P 737.0990; encontrado 737.0996.

| Jﬁ(ﬁﬂ A

L s e B e B B S B L S s S
86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 2.0
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 56-59

A una disoluciéon del compuesto 48 (0. 4214 g, 0.77 mmol) en 20 mL de diclorometano
se le aflade éxido de plata preparado in situ (0.2700 g, 1.11 mmol) y se mantiene en
agitacion tapado de la luz durante 60 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo la disolucién se filtra a través de celite y la disolucidn resultante se evapora a
vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de éter dietilico se logra la
precipitacion de 56 que es obtenido mediante filtracion como un sdlido blanco.
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Rendimiento: 0.2287 g (58%). *H RMN (CD,Cl, 400 MHz) 6 7.75-7.69 (m, CHar), 7.56-7.45
(M, CHar), 7.11(d, CHimidazl), 4.26 (t, CHz), 3.79 (s, CHs), 2.33-2.24 (m, CHz,p), 2.15-2.06
(m, CHa). 3P RMN (CD»Cl», 162 MHz) 31.30 (s, Propha).1*C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz) &
171.4 (s, Cipsong), 133.2 (d, Cipsoporhz), 132.5 (d, CHarpara), 133.4 (d, CHarmeta), 131.2 (d,
CHar,orto), 122.5 (d, CHimidazo1), 121.4 (d, CHimidazol), 51.6 (S, CH3), 38.7(d, CH2n), 26.8 (s,
CHa), 24.1 (d, CHa.p).
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

T T T T T T T T T T T T T T T T u T
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 2

1 (ppm)
T T T T T T T T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T
50 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 90  -1C
1 (ppm)
I . . o
. oot M 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)

243



Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

A una disolucién del compuesto 49 (0. 4808 g, 0.77 mmol) en 20 mL de diclorometano
se le afiade oxido de plata preparado in situ (0.2700 g, 1.11 mmol) y se mantiene en
agitacion tapado de la luz durante 60 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo la disolucidén se filtra a través de celite y la disolucion resultante se evapora a
vacio a un volumen de 5 mL y mediante la adicién de éter dietilico se logra la

precipitacion de 57 que es obtenido mediante filtracion como un sdlido blanco.
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Rendimiento: 0.2752 g (61%). 'H RMN (CD.Cl,, 400 MHz) 6 7.76-7.67 (m, CHa,), 7.58-7.46
(m, CHar), 7.36-7.29 (m, CHar),7.09 (d, CHimidazot), 6.91 (d, CHimidazal), 5.35 (s, CH2), 4.33 (t,
CHan), 2.35-2.27 (m, CHap), 2.22-2.14 (m, CHa). 3'P RMN (CD,Cl,, 162 MHz) 30.78 (s,
Proph2).13C-APT RMN (CDCly, 101 MHz) & 171.5 (s, Cipsoag), 136.0 (s, Cipsopn), 133.4 (d,
Cipsopoph2), 132.4 (d, CHarpara), 131.1 (d, CHarmeta), 129.4 (d, CHar,orto), 129.5 (d, CHph para),
129.1 (d, CHph meta), 128.4 (d, CHph,orto), 55.6 (S, CHa), 51.9 (d, CHan), 26.9 (s, CH,), 24.1
(d, CHap).

T T T T T T
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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A una disolucién del compuesto 56 (0. 1024 g, 0.2 mmol) en 20 mL de diclorometano se
le anade [AuCltht] (0.12823 g, 0.4mmol) y se mantiene en agitacion tapado de la luz
durante 4 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucién se filtra a
través de celite y la disolucion resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mLy
mediante la adicidon de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se logra la precipitacion

de 58 que es obtenido mediante filtracién como un sélido blanco.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

Rendimiento: 0.0689 g (62%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.75-7.69 (m, CHar), 7.56-7.47
(m, CHar), 7.09 (d, CHimidazo1), 6.94 (d, CHimidazo), 4.30 (t, CHz,n), 3.79 (s, CH3), 2.34-2.26
(m, CHap), 2.19-2.09 (m, CH>). 31P RMN (CDCl,, 162 MHz) 31.05 (s, Propn2).*C-APT RMN
(CD2Clz, 101 MHz) 6 171.6 (s, Cipso,au), 133.3 (d, Cipsopn), 132.4 (d, CHar,para), 131.2 (d,
CHar,meta), 129.4 (d, CHar,ort0), 122.5 (s, CHimidazol), 121.4 (s, CHimidazo1), 51.9(d, CH2,n), 38.8
(s, CHs), 26.9 (s, CH2), 24.1 (d, CHz,p). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-Br]* (100 %)
Calculado para Ci9H21AuON;P 521.1052; encontrado 521.1059.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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A una disolucion del compuesto 57 (0. 1172 g, 0.2 mmol) en 20 mL de diclorometano se
le afiade [AuCltht] (0.12823 g, 0.4Ammol) y se mantiene en agitacion tapado de la luz
durante 4 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo la disolucién se filtra a
través de celite y la disolucidn resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mLy
mediante la adicion de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se logra la precipitacidon

de 59 que es obtenido mediante filtracién como un sdlido blanco.

~~N__N
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Rendimiento: 0.0734 g (66%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) 6 7.75-7.68 (m, CHa/), 7.58-7.48
(m, CHar), 7.38-7.29 (m, CHar), 7.09 (d, CHimidazol), 6.90 (d, CHimidazo1), 5.36 (s, CH2), 4.33 (t,
CHan), 2.33-2.55 (m, CHap), 2.22-2.12 (m, CHa). 3P RMN (CD2Cl,, 162 MHz) 30.91 (s,
Prophz). 3C-APT RMN (CD2Clz, 101 MHz) & 171.5 (s, Cipsoau), 136.0 (s, Cipso,ph), 133.4 (d,
Cipso,porh2), 132.4 (d, CHar,para), 131.1 (d, CHar,meta), 129.4 (d, CHar,orto), 129.5 (d, CHph para),
129.1 (d, CHph,meta), 128.4 (d, CHph,orto), 55.6 (S, CH2), 51.9 (d, CHzn), 26.9 (s, CH,), 24.1
(d, CHyp).
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC
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Procedimiento para la sintesis del complejo 60

A una disolucién del compuesto 50 (0. 1352 g, 0.2 mmol) en 20 mL de diclorometano se
le afiade oxido de plata preparado in situ (0.0599 g, 0.2 mmol) y se mantiene bajo
agitacién tapado de la luz 60 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo la
disolucidn se filtra a través de celite y se afiade [AuCltht] (0.0640 g, 0.2mmol) y se deja
reaccionando 4 horas. Posteriormente dicha disolucion se filtra de nuevo a través de
celite y la disolucién resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la
adicién de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 60 que es

obtenido mediante filtracion como un sélido blanco.
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Rendimiento: 0.0808 g (53%). 'H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) & 7.90-7.83 (m, CHar), 7.79-7.62
(m, CHar), 7.25 (d, CHimidazol), 6.95 (d, CHimidazol), 3.89 (t, CHan), 3.78 (s, CHs), 3.34-3.21
(m, CHap), 2.41-2.28 (m, CHy). °F RMN (CD,Cl5, 376.5 MHz) 72.16 (d, Hps= 41.41Hz).
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

31p RMN (CD,Cl, 162 MHz) 23.55 (s, Ppns), 144.27 (sp,PFs). 13C-APT RMN (CD-Cl, 101
MHZ) 6 136.0 (d, CHArlpara), 134.1 (d, CHAr,meta), 131.3 (d, CHArlorto), 122.8 (d, CHimidazol),
122.5 (d, CHimidazot) 50.7 (d, CHan), 38.9 (d, CHs), 25.2 (s, CH2), 20.6 (d, CHa,p).
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

1. (ppm)
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Procedimiento para la sintesis de los complejos 61-62

A una disolucién del compuesto 55 (0. 0816 g, 0.1 mmol) en 10 mL de diclorometano se
le afiade carbonato de potasio (0.2071 g, 1.5 mmol) como agente desprotonante,
hexafluorofosfato de potasio ( 0.0368 g, 0.2 mmol) y 2-mercaptopiridina (0.0222 g, 0.2
mmol) y se mantiene bajo agitacién 12 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo se filtra a través de celite y la disolucion resultante se evapora a vacio a un
volumen de 5 mL y mediante la adicion de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se

logra la precipitacion de 61 que es obtenido mediante filtracion como un sélido blanco.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

Rendimiento: 0.0808 g (53%). 'H RMN (CDCl>, 400 MHz) & 8.03-7.98 (m, CHyy,), 7.84-
7.78 (M, CHypy,4), 7.73-7.60 (m, CHar), 7.53-7.48 (m, CHpys), 7.38-7.27 (m, CHas), 7.19 (d,
CHimidazol), 6.93 (d, CHimidazol), 6.88-6.81 (m, CHpy,3), 5.38 (s, CH2), 4.52-4.42 (m, CHan),
3.52-3.38 (m, CHap), 2.42-2.33 (m, CH;). 3P RMN (CDyCly, 162 MHz) 23.84 (s, Ppn3),
144.30 (sp,PFs). 3C-APT RMN (CD,Cl,, 101 MHz) & 136.0 (d, CHar para), 134.1 (d, CHar,meta),
131.2 (d, CHar,orto), 129.5 (d, CHpy), 129.1 (d, CHyy), 128.6 (d, CHpy), 55.5 (s, CH2), 51.0 (d,
CHzn), 30.2 (s, CH2), 25.3 (d, CHyp). HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-PFe]* (100 %)
Calculado para C3gH34AuN3PS 768.1912; Encontrado 768.1864.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

12 Gy
A una disolucion del compuesto 55 (0. 0816 g, 0.1 mmol) en 10 mL de diclorometano se
le anade carbonato de potasio (0.2071 g, 1.5 mmol) como agente desprotonante,
hexafluorofosfato de potasio (0.0368 g, 0.2 mmol) y 1-tio-B-D-glucosa (0.0728 g, 0.2
mmol) y se mantiene bajo agitacion 12 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo se filtra a través de celite y la disolucién resultante se evapora a vacio a un

volumen de 5 mL y mediante la adiciéon de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se

logra la precipitacion de 62 que es obtenido mediante filtracion como un sélido blanco.
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Rendimiento: 0.0689 g (57%). *H RMN (CD,Cl,, 400 MHz) § 7.89-7.83 (m, CHa,), 7.68-7.60
(m, CHar), 7.41-7.33 (m, CHar), 7.20-7.25 (M, CHimidazol), 6.93-6.96 (M, CHimidazol), 5.33 (s,
CH3),4.51-4.34 (m, CHa,n), 4.16-4.02 (m, CHz,p), 3.83-3.70 (m, CHz), 2.55 (s, CHs), 1.98 (s,
CHs), 1.55(s, CHs). 3P RMN (CD,Cl, 162 MHz) 23.96 (s, Ppns), 144.28 (sp,PFs). 3C-APT
RMN (CD,Cl>, 101 MHz) 6 170.4 (s, Cc=0), 136.0 (d, CHar,para), 134.0 (d, CHarmeta), 131.3 (d,
CHarorto), 129.6 (d, CHar), 129.3 (d, CHa/), 128.6 (d, CHar), 117.8(d, Cipso), 76.8 (s,
CHtioglucosa), 74.6 (S, CHtiogiucosa), 50.9 (d, CHa,n), 41.6 (s, CH3), 25.2 (s, CH2), 21.0 (d, CHzp).
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

HRMS (ESI-QTOF) m/z (%): [M-PFs]* (100 %) Calculado para CasHas09AUN2PS 1021.2557;
Encontrado 1021.2473.
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Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

Procedimiento para la sintesis de los complejos 63-65

A una disolucién de (1,3-di(prop-2-in-1-yl)-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol (0. 4145 g, 1.5
mmol) en una mezcla 1:1 de H,0/'BuOH (6mL/6mL) se le afiade sulfato de cobre (Il)
(0.0750 g, 0.3 mmol) y acido ascoérbico (0.0528 g, 0.3 mmol) y bencilazida (0.3994 g,
3mmol) y se mantiene bajo agitacién 12 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
ese tiempo se afnaden 50 mL de agua destilada y la mezcla se enfria a 0 °C durante 20
min precipitando un sélido de color amarillo verdoso. A continuacion, se filtra la
disolucién acuosa, y se lava el filtrado con dos fracciones de 5mL de agua destilada en
frio, y por ultimo con con otras dos fracciones de 5mL de dietil éter frio, obteniéndose

asi el producto 63 como un precipitado blanco ligeramente amarillento.
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N
)

g

o
63

Rendimiento: 0.521 g (62%). *H RMN (dmso-de, 400 MHz) § 8.40-8.28 (m, CH), 7.82-7.12
(m, CHar), 5.91-5.71 (m, CH2), 5.65-5.48 (m, CH3), 5.43-5.26 (m, CH.), 5.08-4.77 (m, CH2).

T T T T T T T
55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20
1 (ppm)
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A una disolucién de 1,3-di(prop-2-in-1-yl)-1H-imidazol (0. 2761 g, 1.0 mmol) en una
mezcla 1:1 de H,O/'BuOH (6mL/6émL) se le afade sulfato de cobre (ll) (0.0750 g, 0.3
mmol) y acido ascérbico (0.0528 g, 0.3 mmol) y bencilazida (0.1331 g, 1.0 mmol) y se
mantiene bajo agitacion 12 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se
afiaden 50 mL de agua destilada y la mezcla se enfria a 0 °C durante 20 min precipitando
un sdlido de color amarillo verdoso. A continuacioén, se filtra la disolucién acuosa, y se
lava el filtrado con dos fracciones de 5mL de agua destilada en frio, y por ultimo con con
otras dos fracciones de 5mL de dietil éter frio., obteniéndose asi el producto 64 como

un precipitado blanco ligeramente amarillento.

~er
W

Rendimiento: 0.2918 g (68%). 'H RMN (dmso-ds,, 400 MHz) & 9.39 (s, Himidazol), 8.30 (s,
Htriazol), 7.52-7.24 (m, CHar), 5.63 (s, CH,), 5.54 (s, CH2), 5.40 (s, CH,). 3C-APT RMN (dmso-
de,, 101 MHz) 6 140.6 (s, Cipsotriazo), 136.2 (S, Cnim), 135.6 (s, Cipso,eh), 134.9 (S, Cipso,rh),
128.9 (s, CHpn), 128.7 (s, CHpn), 128.3 (s, CHpn), 128.2 (s, CHpn), 127.9 (s, CHpn), 124.5 (s,
CHtriazo), 122.9 (s, CHim), 122.7 (s, CHim), 52.9 (s, CH2), 52.0 (s, CH2), 43.7 (s, CH2).

I |

T T T T T U T T T
105 100 95 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5

T T T T T T T T
6.0 55 5.0 a5 4.0 35 3.0 25 2.0
f1 (ppm)

256



Capitulo 3: Sintesis y reactividad de carbenos NHC

l 'H

1 o)
A una disolucion del compuesto 63 (0. 1351 g, 0.4 mmol) en 20 mL de diclorometano se
le afiade oxido de plata preparado in situ (0.0599 g, 0.2 mmol) y se mantiene en agitacién
tapado de la luz durante 4 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo la
disolucién se filtra a través de celite y se anade [AuCltht] (0.1282 g, 0.4 mmol) y se deja
reaccionando 4 horas. Posteriormente dicha disolucidn se filtra de nuevo a través de
celite y la disolucidn resultante se evapora a vacio a un volumen de 5 mL y mediante la

adicién de una mezcla 1:1 n-hexano/éter dietilico se logra la precipitacion de 65 que es

obtenido mediante filtracion como un sélido blanco.

’I\II
65 :j

Rendimiento: 0.2078 g (56%). *H RMN (CD:Cl,, 400 MHz) & 8.29 (s, CH), 7.89-7.78 (m,
CHar), 7.48-7.22 (m, CHay), 5.80, (m, CH), 5.57 (m, CHy).
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GENERAL CONCLUSIONS

Through Chapter 1 a brief summary of the history of gold in medicine from ancient times
until today is made. Besides, the physicochemical properties that make gold such a
unique metal are explained and its fundamental role in Organometallic chemistry. In
addition is introduced. Then, a tour of some of the main applications of gold (), both
biological and catalytic, is offered. Also, the use of gold in medicine and the possible
mechanisms of action of the metal complexes currently used in therapy are introduced
and subsequently the role played by gold (I) and gold (Ill) in homogeneous catalysis and

asymmetric catalysis is developed.

Throughout Chapter 2, the synthesis of various N-acyclic carbons of gold (I) was carried
out, as well as the study of multicomponent processes (MCR) catalyzed by the acyclic
diaminocarbene gold(l) complexes. The efficiency of compounds 3 and 4 as precatalysts
in the preparation of propargylamines was tested by A3 coupling reactions. Very good
results were obtained with very high yields using different secondary cyclic amines such
as piperidine, morpholine or pyrrolidine, and even with some non-cyclic ones such as
Et;NH or BuaNH. It should be noted that the work collected in this chapter is one of the
few examples in which a gold(l) catalyst is used to promote A3 coupling reactions and
also with a small catalytic charge (1 mol%) and a short reaction time (5 h). Due to the
good results obtained, the same catalytic system was applied for the synthesis of
indolizines under the same optimized reaction conditions. The versatility of this catalysis
was evaluated by the synthesis of substituted aminoindolizines in a different way,
obtaining very good results. A reaction mechanism based on the chemistry of C-C multi-

link activation gold was also proposed.

On the other hand, in this same chapter the synthesis of the biscarbene gold (I) and
gold(l) thiolate complexes based on DNA and pyrimidine bases of sugar and sugar
derivatives, which have a good internalization and cellular distribution, was developed.
The cytotoxic activity was studied in different cell lines (A549, HCT WT, HCT DKO, Jurkat,
lymphocytes and MiaPaca2); in general, all showed excellent ICso values, observing the
tendency of each cell line we can affirm that the ligands to which the metal is

coordinated play an important role in cytotoxicity, with thiolates being linked to NAC-
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gold (1) the most active, followed by the NAC-gold biscarbenes (l). Selectivity studies of
all of them using healthy lymphocytes donated by the Blood and Tissue Bank of Aragon
were carried out. We can conclude that, with the exception of complex 14, all the
complexes were more toxic for tumor cells than for healthy ones, highlighting a high
selectivity for compounds 11, 13 and 15. Our compounds were very active and selective
in turn, therefore we chose two representative compounds and decided to study the
type of cell death they induced. For this, flow cytometry was carried out with different
concentrations of complexes 11 and 15 on Jurkat cells with Annexin-DY634. Compound
11 turned out that at low concentrations induced death by caspases-dependent
mitochondrial apoptosis; however, compound 15 induced cell death by a different

mechanism to apoptosis.

With the intention of synthesizing new complexes that have a higher activity at lower
concentrations, thus minimizing unwanted side effects, in Chapter 3 the synthesis of
various N-heterocyclic carbons of silver(l) and gold(l) with phosphonium (52-60) and
phosphonium thiolate (61-62) ligands was carried out. In addition, the preparation of
gold compounds with NHC ligands substituted by triazole groups, obtained by clicking

reactions (63-66), has been studied.

Cytotoxic activity studies were conducted against different cell lines (A549, HCT WT, HCT
DKO, Jurkat and Hela) obtaining very interesting results. The starting ligands were
inactive for all cell lines studied; in general, we observed that the gold(l) complexes
studied showed a diverse behavior, but those that possessed thiolates (61, 62) showed
a higher cytotoxicity compared to their analogue with bromide (54). Both, silver(l) and
gold(l) complexes had variable 1Cso values for all cell lines studied, so we can conclude
that the cytotoxic activity of our compounds is given by metal, although we cannot
describe great differences between the behaviors of silver and gold in the examples
studied. However, we can affirm that the ligands to which the metal is coordinated play
a key role in their cytotoxicity, and that those complexes with a coordinated methyl

group in the imidazole group present better activity compared to those in the benzyl

group.

266



ANEXOS






https://drive.google.com/open?id=1VViX1vWI917Bso5qlv3bVnsbNF1m2nlY

Para acceder al contenido digital de los ANEXOS basta con escanear el cédigo QR
mediante la cdmara de un Smartphone o Tablet; o bien copiar la direccién URL facilitada
en la barra de navegacion.
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