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I. RESUMEN

En la actualidad, los agentes empleados en el diagndstico de la enfermedad
de Alzheimer mediante imagenes moleculares por PET se basan en
radiois6topos como el carbono-11 vy el flior-18. Debido a su corto tiempo de
vida media su empleo estd restringido a establecimientos de salud que

cuenten con ciclotrones para preparar el radioisétopo deseado.

El objetivo de este trabajo fue sintetizar y caracterizar compuestos que, de ser
aplicados, puedan superar algunas de las limitaciones de los agentes de
diagnostico comerciales. Para ello, se propuso la sintesis de dos nuevos
compuestos de coordinacion de cobre (lII) con ligandos organicos
tetradentados derivados del resveratrol. Los ligandos fueron sintetizados para
este propdsito desde una modificacién organica del resveratrol, molécula que
contiene un grupo estilbeno, afin a las placas amiloides. Se prepararon estos
dos compuestos en tres pasos sintéticos y se caracterizaron por técnicas
espectroscopicas y analiticas como el FTIR, espectroscopia UV-VIS y
espectrometria HR-MS; mientras que los ligandos orgénicos fueron
caracterizados adicionalmente por espectroscopia *H-NMR, *C-NMR y RMN
2-D COSY y HSQC. Los resultados del proceso de caracterizacion

confirmaron la identidad de los compuestos propuestos.

El empleo del cobre-64 como emisor de positrones aumentaria
considerablemente la durabilidad del farmaco debido al mayor tiempo de vida
media que posee en comparacion con los radioisotopos actuales de carbono-
11 y fldor-18, lo que permitiria su produccién y distribuciébn a mas lugares.
Ademas, al formar el complejo de coordinacion, se puede prescindir de la

modificacion covalente que requieren los agentes actuales.
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1. Marco teérico

1.1. Enfermedad de Alzheimer

El mal de Alzheimer o AD, por sus siglas en inglés, es una enfermedad
neurodegenerativa que afecta, en la mayoria de casos, a pacientes de edad
avanzada. Es la principal causante de cuadros de demencia en el mundo y se le
atribuye alrededor del 60% de casos de esta afeccion; asimismo, se estima que la
cantidad de pacientes con demencia se triplicara para el afio 2050.12? Debido a ello,
la enfermedad de Alzheimer es la mas estudiada entre las que generan esta
decadencia en las habilidades cognitivas.® La demencia puede llegar a ser
abrumadora para los pacientes que la padecen, asi como para sus familiares y el
personal médico a su cuidado. Ademas, requiere de presupuestos econémicos
elevados destinados sobre todo al cuidado del paciente para poder brindarle una
mejor calidad de vida, una situacion que sin duda no se encuentra al alcance de todos

los pacientes.*

El desarrollo de AD comienza mucho antes de que los primeros sintomas se puedan
detectar, lo que se conoce como el estado preclinico. En esta etapa, las habilidades
cognitivas de los pacientes se encuentran en niveles normales o pueden exhibir una

leve pérdida de la memoria que no llega a considerarse como demencia.®

Sin embargo, los sintomas que se presentan en los pacientes que desarrollan AD
son similares a los observados en otras enfermedades neurodegenerativas, esto
conlleva a diagnésticos erroneos con lo cual se dificulta el proceso de desarrollo de

terapias adecuadas para el tratamiento de la enfermedad.

1.2. Caracteristicas patoldgicas de la enfermedad

A partir de resultados provenientes de analisis histopatolégicos de muestras de tejido
cerebral obtenidas post-mortem de pacientes afectados con la enfermedad se
pudieron detectar dos caracteristicas principales: la primera corresponde a placas
extracelulares ubicadas entre las neuronas que estan formadas por un agregado
peptidico insoluble conocido como B-amiloide, por lo que al conjunto de agregados
se les denota como placas amiloides; la segunda caracteristica consiste en ovillos
neurofibrilares que se ubican en el citoplasma neuronal y se forman debido a una

fosforilacion descontrolada de agregados de proteina tau.®’ Se desconoce con



exactitud el rol que desempefian estos dos elementos en la enfermedad pero es
interesante que ambos han sido encontrados en los estudios post-mortem

pertenecientes a personas que fueron diagnosticadas con AD.8°

1.3. Composicién y estructura de placas amiloides

Las placas amiloides estan compuestas por la agregacion de péptidos que suelen
contener alrededor de 39 a 43 aminoacidos, estos péptidos provienen de procesos
de degradacién de la proteina precursora amiloide o APP, la cual es una proteina
transmembrana ubicada en las células neuronales.! Esta proteina puede ser cortada
en mas de un punto por enzimas gue se conocen como secretasas (ver Figura 1).
Cuando es seccionada por la a-secretasa, los fragmentos que se generan forman
agregados solubles y son excretados por el cuerpo. Sin embargo, cuando la proteina
es cortada por la B-secretasa y la y-secretasa se liberan fragmentos que, por su
elevado grado de adhesividad, generan agregados insolubles que pueden compilarse

para formar las placas amiloides (Figura 1).1°

Estos agregados presentan una estructura tipo lamina B en la cual los aminoacidos
se encuentran organizados segun fuerzas intermoleculares como puentes de
hidrégeno, apilamiento 1T-1T entre las regiones aroméaticas del péptido e interacciones
electrostaticas entre algunos residuos. La conformacién que posee esta estructura
presenta bolsillos hidrofébicos en los que pueden insertarse compuestos organicos

con sistemas aromaticos planos via interacciones de tipo m-1r.81!
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Figura 1. Formacion de las placas B-amiloide segun la hipotesis de la cascada amiloide *°



Existen varias hipétesis que tratan de explicar el origen de la enfermedad de
Alzheimer. La mas estudiada, y que posee una mayor aceptacion por parte de los
investigadores debido a las evidencias que la apoyan, es la hip6tesis de la cascada
amiloide.'? Esta propone que un desbalance entre la depuracién y la produccion del
péptido amiloide B genera una gradual acumulacion de este, lo que conlleva a la
formacion de placas en el espacio extracelular.’®* Estas causan una respuesta
inflamatoria local en el cerebro que con el paso del tiempo desemboca en la
interrupcién de los procesos de sinapsis neuronal y finalmente la muerte de estas

células.'*

1.4. Métodos actuales de diagnostico

1.4.1. Estudio de biomarcadores en el liguido cefalorraquideo

Actualmente el diagnéstico de AD se basa en pruebas que determinan si hay una
pérdida progresiva de la memoria o que estudian la actividad cognitiva del sujeto que
se sospecha esta desarrollando la enfermedad, y en el estudio de biomarcadores
presentes en muestras de liquido cefalorraquideo de los pacientes. Un biomarcador
0 marcador biolégico se puede definir como una alteracién celular, bioquimica o
molecular que puede ser medida en medios bioldgicos como tejidos, fluidos o
muestras de células humanas.* En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se

monitorea la presencia de péptido amiloide B y la proteina tau.!

Un aumento en la cantidad de proteina tau indica la presencia de lesiones cerebrales
y dafio neuronal, y se cree que este incremento se relaciona con su acumulacién en
las neuronas. Esto perjudica la actividad neuronal y genera una liberacién al espacio
extracelular de componentes internos, entre ellos la proteina tau almacenada, por lo
gue los niveles de este biomarcador en las muestras son elevados.® Sin embargo,
se debe mencionar que estudios realizados previamente de ambos biomarcadores
mostraron que las pruebas basadas en el monitoreo del péptido amiloide B poseen
un poder de discriminacion mayor entre personas con AD de personas sanas que

cuando se monitorea la proteina tau total (T-tau) o la proteina tau fosforilada (P-tau).®

La ventaja que presenta este andlisis es que permite detectar alteraciones que son
tipicas del cuadro de AD antes de que los primeros sintomas sean perceptibles, y el
fluido cefalorraquideo puede obtenerse a partir de una puncién lumbar.® Sin
embargo, el estudio de biomarcadores es un analisis indirecto de las especies a

analizar debido a que se miden las concentraciones de péptido amiloide B y proteina



tau en un fluido que, si bien es cierto circula por el encéfalo y la médula espinal, en

el momento de su obtencién se recauda de la ultima.

Por ello, aunque es una herramienta Util pues da alcances sobre algun trastorno que
se esté produciendo y se relacione con el desarrollo de AD, no muestra un panorama
completo de la situacion del cerebro. La Unica forma concluyente de confirmar que
se padece de AD es mediante la identificacion de placas amiloides o de ovillos
neurofibrilares en el tejido cerebral a través de una biopsia cerebral, que es un
procedimiento con un riesgo muy elevado; o por medio de una autopsia, es decir un

andlisis en estado post-mortem.8

1.4.2. Imégenes moleculares por PET

En la busqueda de nuevos métodos para la deteccion del mal de Alzheimer en etapas
tempranas de la enfermedad se han reportado trabajos que se basan en el empleo
de radiofarmacos acompafiado de un seguimiento de su distribucion por técnicas de
imagen molecular como la tomografia por emision de positrones (PET). Esta técnica
permite monitorear y cuantificar de manera no invasiva procesos bioldgicos mediante
la interaccion entre un compuesto que actia como sensor y la molécula de interés
que se encuentra dentro del organismo en estudio. Para el estudio de pacientes con
demencia se monitorea a las moléculas que estan relacionadas con la enfermedad

como son las placas amiloides o los ovillos neurofibrilares.®7

La produccién del radioisétopo se consigue, en la mayoria de casos, a partir de un
acelerador de particulas que también se conoce como ciclotrén.® En este se genera
un haz de protones o deuterones de alta energia que se dirige hacia el nucleo del
atomo estable que se desea marcar, con lo que se obtiene el radioisétopo de ese

atomo que emite positrones de corta duracion.

Al emitirse, estos positrones chocan con los electrones de su entorno en un proceso
llamado anihilacidn, en el que se libera energia como fotones de alta energia, es decir
rayos gamma (ver Figura 2). El equipo donde se obtiene la tomografia posee una
serie de detectores que convierten los fotones emitidos en luz cuya sefal es
posteriormente amplificada por fotomultiplicadores. Por ultimo, los datos que se
registran son analizados mediante algoritmos que finalmente nos proporcionan
mapas de la distribucion de la radioactividad en el tejido cerebral en funcion del

tiempo.t’
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Figura 2. Obtencién de imagenes moleculares mediante PET 4

Para poder aplicar esta técnica al estudio y monitoreo de moléculas asociadas a la
enfermedad de Alzheimer se hace uso de las interacciones aromaticas que pueden
establecer las regiones hidrofébicas del péptido con moléculas que se conoce
poseen una alta afinidad por las estructuras de tipo laminas 3, como son los derivados
del estilbeno y del benzotiazol.** Para poder ser detectables mediante esta técnica
se usan compuestos que han sido marcados radioactivamente con carbono-11, como
es el caso de los radiofarmacos *'C-PIB (también conocido como compuesto B de
Pittsburgh) y ''C-SB13, los cuales son derivados del benzotiazol y estilbeno,

respectivamente (ver Figura 3).
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Figura 3. Radiofarmacos empleados en la deteccion de placas 3 amiloides derivados del
benzotiazol y estilbeno marcados con carbono-11y con fltior-18. 18



De igual manera, se reportan otros farmacos que hacen uso del flior-18 para marcar
a sus moléculas organicas como es el caso del florbetaben y florbetapir, cuyas
estructuras derivan de un estilbeno y una estirilpiridina, respectivamente. Ambos
presentan una cadena larga de éteresy cuenta con el &tomo de flor hacia el extremo
de esta (ver Figura 3). Estos fAdrmacos poseen la aprobacion de la Administracién de
alimentos y medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y han sido empleados en
numerosos pacientes para confirmar la presencia o ausencia de las placas

amiloides.?8

El cambio de radioisétopo se debi6é al mayor tiempo de vida media que presenta el
fldor-18 (t12. = 109.7 minutos) en comparacion al que se reporta para el carbono-11
(tzz = 20.4 minutos).®° Debido a ello, y a que, como se ha mencionado, también
cuentan con la aprobacion de la FDA, los radiofarmacos de flior-18 son los que se
emplean actualmente en los exdmenes para determinar la presencia de placas

amiloides en pacientes mediante la técnica de imagen molecular PET.?%°

Sin embargo, a pesar de que con el uso de flior-18 la durabilidad del radiofarmaco
se incrementa, el empleo de estos compuestos solo puede realizarse en zonas muy
cercanas de donde este fue preparado debido a que su tiempo de vida media
continla siendo muy corto, lo que representa un obstaculo en el proceso de
manipulacién y transporte del mismo. Ademas, la insercién del radioisétopo en la
molécula se realiza mediante una modificaciéon covalente, lo cual constituye un
proceso de sintesis en varias etapas que requiere un equipo especializado para el

trabajo con materiales radioactivos.

Debido a las desventajas que presentan los radiofarmacos previamente
mencionados, se propone que el uso de un radioisétopo con un tiempo de vida media
mayor podria representar una alternativa a esas dificultades. Ademas, la idea de que
la unién entre el is6topo radioactivo y el resto de la molécula organica sea mediante
la formacién de un compuesto de coordinacion, en el que el radioisétopo es un metal
y el compuesto organico con afinidad a las laminas 3 actue como ligando que
compleja a ese metal, plantea una posibilidad de superar el inconveniente que
representa la modificacion covalente que se requiere al emplear carbono-11 o fltor-
18.11



1.5. Cobre como radioagente de diagndéstico

El cobre-64 es un radiois6topo con un tiempo de vida media mucho mayor al de los
anteriores siendo este de 12.7 horas, ademas de ser un conocido agente empleado
para la técnica de imagenes moleculares por PET en la deteccién de otros males
como tumores.?! Este metal posee una quimica de coordinacién ampliamente
conocida y se sabe que los estados de oxidacién con lo que se encuentra en las
reacciones en medio acuoso son tres. Los complejos con Cu (I) carecen de
estabilidad por lo que no se suelen emplear en la preparacion de farmacos, mientras
que los de Cu (lll) son dificiles de obtener y solo son estables cuando van

acompariados de un ligando que sea un buen dador .22

Por otro lado, Cu (l) es un ion del tipo d° que se encuentra en la zona limitrofe entre
acido de Lewis duro y blando, por ello puede acompafarse de ligandos con atomos
duros y blandos como nitrégeno, oxigeno o azufre. Asi, sus complejos se ven

favorecidos con ligandos como iminas, aminas y ligandos polidentados.

En la actualidad, existen compuestos de cobre empleados en analisis de imagenes
moleculares para la deteccion de tumores, los cuales contienen ligandos derivados
de los macrociclos tetraazo, que poseen varios a&tomos que son dadores fuertes por
los que pueden ligar al metal y aprovechar el efecto quelato y de macrociclo para
favorecer la estabilidad de los compuestos de coordinacién. Entre los agentes
reportados mas conocidos se encuentra el **Cu-DOTA y #*Cu-TETA, ambos ligandos

se pueden ver en la Figura 4a. %

El ligando TETA es el que mejor estabiliza al centro metélico por lo que es el quelante
que mas se emplea para coordinar al cobre y el que mas se ha estudiado. Otros
estudios presentan el uso de ligandos tipo hexaazomacrobiciclos que se asemejan a
los ligandos sepulcrato, los cuales encierran en una especie de caja al metal central.??
Algunos ejemplos de estos complejos son el ®*Cu-Sar y **Cu-DiAmSar cuyos ligandos

se pueden apreciar en la Figura 4b.
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Figura 4. Ligandos macrociclicos empleados en imagenes moleculares con Cu-64: (a)
Ligandos macrociclos tetraazo, (b) Ligandos tipo sepulcrato.*®



También se han realizado estudios de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer
con compuestos de cobre empleados, pero que aun se encuentran en fase

exploratoria.

1.6. Resveratrol como precursor de ligandos organicos

La molécula del resveratrol (Figura 5), que puede obtenerse del consumo de uvas y
vino tinto, ha sido parte de multiples trabajos donde se reportan las propiedades de
antioxidante natural que este posee. Su actividad como antioxidante se basa en la
proteccién de moléculas, como proteinas y lipidos en el organismo, de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se generan naturalmente debido a reducciones
incompletas del oxigeno como parte del metabolismo del mismo. El resveratrol puede
donar los protones de sus grupos OH a las ROS con lo que detiene la reactividad de

estas especies y protege asi a las demas moléculas del entorno.?324

Por otro lado, la molécula de resveratrol presenta en su estructura al grupo estilbeno,
el cual se conoce es afin a las laminas B que conforman la estructura de las placas
amiloides. Esto se debe a que el resveratrol posee un sistema conjugado aromatico
lo cual le permite enlazarse a las unidades estructurales hidrofébicas de las placas

amiloides. %

Este esqueleto conjugado de dos anillos bencénicos unidos por un doble enlace en
orientacion E presenta ademas tres grupos OH, uno en uno de los anillos y los
restantes en el anillo bencénico del otro extremo como se puede ver en la Figura 5.
Este segundo anillo est4 fuertemente activado debido a la presencia de los dos
grupos OH y puede realizar ataques nucleofilicos para luego adicionar grupos
carbonilo en el anillo activado, reactividad que se aprovecha en este trabajo para la

formacion de ligandos organicos para el ion Cu (Il), como se discutira mas adelante.
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Figura 5. Estructura del resveratrol

De esta manera, en esta investigacion se describe la sintesis y caracterizacioén de
dos nuevos compuestos de coordinacion con un centro de cobre (ll), cada uno de
estos con un ligando derivado del resveratrol, de forma que puedan ser considerados

como posibles agentes de uso en la deteccidén temprana de las placas amiloides.

El mayor tiempo de vida media que presenta el radioisétopo de cobre-64, por el que
se puede intercambiar el centro metélico estable no radioactivo al final del proceso
de sintesis del complejo, permitiria transportar el farmaco a establecimientos de salud
en los que no se cuente con equipos especiales para generar el radiontclido.!* De
esta manera se desarrolla una alternativa a los agentes empleados actualmente en
las imagenes moleculares para la deteccion de la enfermedad de Alzheimer con la

posibilidad de superar algunas de las dificultades y limitaciones que estos poseen.



2. Disefio del ligando y del compuesto de coordinacion de cobre

Segun lo expuesto en la seccién anterior, este trabajo de investigacién propone una
posible alternativa a los métodos actuales de diagndstico de la enfermedad de
Alzheimer, los cuales poseen tiempos de durabilidad muy cortos lo cual imposibilita
su transporte hacia zonas alejadas del lugar de preparacion. Asi, se plantea la
sintesis de dos nuevos compuestos de coordinacion con un centro metalico de cobre
y cada uno con un ligando organico nuevo, con lo que se obtiene el complejo CulL1l
(Figura 6a), y el complejo CuL2 (Figura 6b), y la respectiva caracterizacion de cada

uno de los compuestos obtenidos.

HO

Figura 6. Estructura de los compuestos de coordinacion de cobre nombrados como
(a) CuLly (b) CuL2

El disefio propuesto para los nuevos ligandos organicos se basa en la interaccion
que debe tener la molécula sintetizada con las placas amiloides que se desarrollan
en el cerebro de los pacientes que sufren el mal de Alzheimer. En nuestro caso, se
opta por disefiar nuevas moléculas organicas que actien como ligandos en cuya
estructura poseen el grupo estilbeno que presenta una alta conjugacion a lo largo de
todo su esqueleto aromatico plano, ademas de que exhibe una elevada afinidad por
las unidades estructurales que conforman las placas amiloides, ya que se adhieren
preferentemente a estas y no a otros agregados peptidicos con estructura de laminas
B como los ovillos neurofibrilares o los cuerpos de Lewis. De esta manera, los
compuestos con estilbenos en su estructura podrian incluso diferenciar entre casos

de AD y otras enfermedades neurodegenerativas.'?

Ambos ligandos poseen cuatro puntos por donde pueden coordinar al metal central,
dos oxigenos y dos nitrégenos. El hecho de que los ligandos sean polidentados
favorece la formacion de estos compuestos de coordinacion debido al efecto quelato,

lo cual evita que el cobre se libere del ligando después de que se haya formado el
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complejo, ademas de que le proporciona estabilidad termodinamica y cinética al
mismo. Asimismo, la carga positiva del cation metalico se compensa con la carga
negativa del ligando, esto permite obtener un compuesto de coordinacion neutro, lo
cual es un requisito que deben poseer las moléculas que se desea atraviesen la
barrera hematoencefalica (BBB) y con ello transportar el radiofarmaco hacia la

locacion de las placas amiloides en el cerebro de los pacientes enfermos.

Otra caracteristica importante es que los compuestos no sean demasiado
voluminosos y que no posean una masa molecular que exceda los 600 Da, ademas
de que presenten un balance adecuado entre lipofilicidad para que puedan atravesar
la BBB, e hidrofilicidad para que puedan desplazarse por el torrente sanguineo desde

la zona de inyeccion hasta el cerebro.:2°

Existen diversos trabajos que se basan en la sintesis y caracterizacion de
compuestos de coordinacion de cobre con ligandos organicos con potencial de
agentes de diagnostico del mal de Alzheimer. Un claro ejemplo de ello son los
trabajos de Lim o de Donelly-Hickey, los cuales poseen una cantidad amplia de
complejos preparados de cobre, en particular donde emplean ligandos organicos con
grupos que poseen una conocidas afinidad con las placas amiloides, una de las
estructuras mas empleadas es el estilbeno.con diferentes sustituyentes y

coordinados a un centro de cobre.11:2526

En la mayoria de estos trabajos se parte de estilbenos derivatizados, los cuales son
modificados mediante formulacién y reacciones de bases de Schiff para formar los
ligandos deseados, o también parten de anillos bencénicos con diversos
sustituyentes, los cuales son unidos mediante reacciones de acoplamiento como la
conocida reaccion de Heck o de Suzuki con el empleo de un catalizador de paladio,
para finalmente obtener los grupos estilbeno que en un siguiente paso de sintesis se

emplean para formar los ligandos.®®

El proceso de sintesis seguido durante el desarrollo de este trabajo se muestra en el
esquema de reacciones de la Figura 7. En este se aprecian las etapas seguidas
desde el reactivo inicial resveratrol hacia la sintesis de un primer intermediario de
reaccion (I11), el cual se basa en un procedimiento de formilacion de un anillo
aromético de un estilbeno mediante una reaccion de Vilsmeier-Haack con
modificaciones, como el agente clorante empleado, el cual en nuestro caso es cloruro
de oxalilo, en vez de cloruro de fosforilo como se reporta.?’” A partir de este compuesto
se sintetizaron dos ligandos simétricos: el primero denominado (L1), para el cual se

empled 1,3-diaminopropano; y un segundo ligando (L2) para el cual se empled
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etilendiamina. Finalmente, se sintetizaron los compuestos de coordinacion de cobre
a partir del primer ligando (CuL1l), y del segundo ligando (CuL2) con acetato de cobre
monohidratado. De igual forma que para los ligandos, se reportan trabajos con la
sintesis de compuestos de coordinacién de cobre donde se parte de los ligandos la
sal de cobre previamente mencionada, por lo cual en este trabajo también se empled
el acetato de cobre.>®1! Una ruta alterna de sintesis también reportada corresponde
a la sintesis template o “one pot”, en la cual no se parte del ligando sino de un
precursor formilado para la formacion de complejos de coordinacion de cobre. La
ventaja de este procedimiento es que se prescinde del proceso de coleccion del
ligando, ya que en el medio de reaccion se colocan todos los reactivos necesarios
para que se pueda llegar desde el precursor, y en presencia de la amina y la sal de
cobre, se pueda llegar hasta el complejo de coordinacién.?®?° Los detalles de los
pasos sintéticos y la caracterizacion de cada uno de los intermediarios hasta los
productos finales son discutidos en el capitulo 6 de esta tesis. Es importante recalcar
gue tanto los ligandos L1 y L2, asi como los complejos de coordinacion CuLly Cul2,

son nuevos y no han sido previamente reportados en la literatura.

A partir de los resultados y conclusiones de este trabajo, estos compuestos pueden
ser considerados para investigaciones posteriores con el empleo del radioisétopo de
cobre-64 como centro metalico de los compuestos de coordinacion, y el respectivo
analisis mediante imagenes moleculares de tomografia de emision de positrones de

los compuestos marcados.
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Figura 7. Esquema general de reacciones

3. Justificacion

Los agentes empleados actualmente en la técnica de imagen molecular por PET para
diagnosticar la enfermedad de Alzheimer poseen una corta durabilidad debido a que
hacen uso de radiois6topos como carbono-11 o fldor-18 cuya vida media se
encuentra alrededor de 20 y 110 minutos, respectivamente. Esto representa una
limitacion ya que se restringe su empleo a establecimientos en los que se dispone de
un acelerador de particulas para generar el radioisotopo, equipo con el cual la
mayoria de centros de salud no cuenta. Ademas, la insercibn de los atomos
marcados radioactivamente en el compuesto orgénico requiere de varios pasos

sintéticos ya que el radioisétopo debe estar unido covalentemente al resto de la
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molécula, lo cual necesita de equipos necesarios para el manejo y purificacion de

materiales radioactivos.

Con la siguiente propuesta se busca ampliar el conocimiento que se posee de
radiofarmacos que empleen un centro metalico de cobre en un compuesto de
coordinacion. También, se desea expandir la variedad de posibles agentes
empleados en el diagnostico temprano de la enfermedad de Alzheimer al presentar
una alternativa a los inconvenientes que muestran los radiofarmacos actuales. De
esta manera se propone la sintesis de dos nuevos compuestos de coordinacion con
un centro metalico de cobre y cada uno con un ligando derivado del resveratrol. Se
escogié esta molécula organica debido a que contiene al grupo estilbeno en su
estructura, el cual se conoce es afin a la estructura de las placas amiloides presentes
en la enfermedad de Alzheimer. Esta afinidad se debe a las interacciones
hidrofébicas que se dan entre el ligando y las laminas B que conforman las placas

amiloides.

El centro metdlico seleccionado fue cobre debido que este metal posee un isétopo
radioactivo emisor de positrones con un tiempo de vida prolongado, el cobre-64, que
posee una vida media de 12,7 horas. Este tiempo de vida es lo suficientemente
prolongado como para que estos compuestos puedan ser trasladados hacia lugares
donde no se puedan sintetizar estos radiofarmacos. El cobre ademas es un elemento
traza esencial del cuerpo, por lo que posee una baja toxicidad, ademas de presentar

una quimica de coordinacién ampliamente conocida.

Asi, se plantea la unién del cobre a la molécula organica mediante la formacion de
un compuesto de coordinacién en donde el ligando tetradentado, le confiere
estabilidad al complejo mediante el efecto quelato. Ademas, la sintesis del
compuesto de coordinacion es mas sencilla y requiere de menos pasos que los
necesarios en una insercion covalente del radioisétopo en una molécula orgéanica.
Esto no solo facilitaria una mayor accesibilidad del radiofarmaco, sino que permitiria

reducir su costo al simplificar su proceso de sintesis y purificacion.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar de dos nuevos compuestos de coordinacion de cobre (ll),

con ligandos organicos derivados del resveratrol, que se puedan evaluar como

agentes de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer

4.2. Objetivos especificos
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= Sintetizar y caracterizar dos nuevas moléculas organicas derivadas del

resveratrol que puedan actuar como ligandos tetradentados.

= Sintetizar los compuestos de coordinacién de cobre (Il) con un alto rendimiento

y elevada pureza a partir de los ligandos obtenidos previamente.

=  Caracterizar los ligandos y los compuestos de coordinacion de cobre para
determinar su composicion y pureza mediante técnicas espectroscopicas como RMN,

FTIR y absorcion UV-Visible, y analiticas como ESI-MS.

5. Parte experimental

5.1. Equipos y reactivos

5.1.1. Equipos

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron medidos en el espectrémetro
Bruker Ascend de 500 MHz del Centro de Espectroscopia por Resonancia Magnética
Nuclear “CERMN” ubicado en la Seccion Quimica. Los espectros fueron visualizados

y trabajados con el software TopSpin 3.5 pl7 de Bruker.

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos con el espectrofotémetro Perkin Elmer
Frontier MIR/NIR en un intervalo de 400 a 3500 cm™® mediante su analisis por

transmitancia con pastilla de KBr para el intermerdiario 11, y por reflectancia total
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atenuada (ATR) para los deméas compuestos. Estos espectros fueron trabajados con

el software Perkin Elmer Spectrum version 10.4.

Los espectros de masas se obtuvieron mediante un espectrémetro de masas con
ionizacion de electrospray “ESI-MS” Bruker Esquire 6000. Los espectros fueron

visualizados con el software Mass Hunter y trabajados en Origin Pro 2016.

Este dltimo equipo, al igual que el espectrofotdmetro infrarrojo, se encuentran en el

Laboratorio de Andlisis Instrumental ubicado en la Seccién Quimica

Los espectros de HRMS fueron medidos en las instalaciones del Departamento de
Quimica de la Universidad de Saskatchewan en Canada. Para ello se empleé el
espectrometro JEOL AccuTOF GCv 4G con el empleo de un ionizador por desorcién

de campo (FDI).

5.1.2. Reactivos

De J&W Pharmlab:
- Resveratrol al 96%

De Merck:
- 1,3-diaminopropano grado p.a.
- Etilendiamina grado p.a.

De Sigma-Aldrich:

- Dimetilformamida grado p.a.

- Cloruro de oxalilo grado p.a.

- Cloruro de sodio al 99%

- Sulfato de sodio anhidro grado p.a.

- Cloruro de calcio anhidro grado p.a.

- Silica gel 60 (0.040-0.063 mm) para columna cromatografica
- Acetato de cobre monohidratado grado p.a.

- Hidréxido de litio grado p.a.

5.1.3. Solventes

De J.T. Baker:
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- Hexano al 99,9 %

- Alcohol etilico anhidro al 99.6%

- Acetato de etilo al 99,9 %

- Dimetilsulfoxido al 99.9% secado con tamices moleculares (3A)

De Merck:

- Acetonitrilo grado p.a. previamente destilado y secado con cloruro de calcio

5.2.  Metodologia

5.2.1. Sintesis de I1

En un matraz Schlenk previamente purgado con N» se colocan 0.8 g de resveratrol
(3.5 mmol) con 75 mL de acetonitrilo previamente destilado y 2.4 mL de DMF seco
(32.3 mmol), esto se deja en agitacion durante 15 minutos hasta la disolucion
completa del compuesto. Se coloca el matraz en un bafio de hielo y se adiciona 0.8
mL de cloruro de oxalilo (9.3 mmol) gota a gota en un espacio de 15 minutos. Luego,
se deja reaccionar a temperatura ambiente bajo atmdsfera de N; y al cabo de 5 horas
se adicionan 60 mL de agua destilada fria a la mezcla de reaccion, tras lo cual se
mantiene en agitacion a 50°C toda la noche. Se extrae el producto con 3 porciones
de acetato de etilo (3 x 20 mL), después se lava la fase organica con agua destilada
(2 x 20 mL) y con una solucion saturada de NaCl (1 x 20 mL), se seca con NaxSO4
anhidro, se filtra la solucion y se rotaevapora todo el solvente con lo que se obtiene
un solido amarillo mostaza. Finalmente el producto se purifica mediante
cromatografia en columna con silica gel y un sistema de hexano:acetato de etilo 7:3
lo que permite obtener un sélido amarillo brillante. También fue posible obtener el

compuesto puro mediante recristalizacion con metanol:agua. Rendimiento: 75%.

!H-RMN (500 MHz, DMSO-de): 6.21 ppm (1H, Ha, 2.2 Hz); 6.62 ppm (1H, Hs, 2.2 Hz);
6.79 ppm (2H, H7 y Hs, 8.7 Hz); 7.04 ppm (1H, Hs, 16.1 Hz); 7.50 ppm (2H, Hs y Ho,
8.6 Hz); 7.71 ppm (1H, Ha, 16.1 Hz); 9.68 ppm (1H, Hi1); 9.86 ppm (1H, Hi,); 10.27
ppm (1H, Hi); 12.11 ppm (1H, Hao).

BC-RMN (125 MHz, DMSO-dg): 101.59 ppm (1C,C4); 106.144 ppm (1C, C6);
111.980 ppm (1C, C2); 116.005 ppm (2C, C12 y C14); 120.854 ppm (1C, C8);
128.225 ppm (1C, C10); 129.127 ppm (1C, C11 y C15); 134.044 ppm (1C, C9);
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144.843 ppm (1C, C7); 158.368 ppm (1C, C5); 165.457 ppm ( 1C, C13); 165.648 ppm
(1C, C3); 193.422 (1C, C1)

ESI-MS: 257.172 (C15H1304, [M+H]+); 254.996 (C15H1104, [M-H])

IR (KBr): 3289 cm™ (von); 3025 cm? (ve.n alqueno aromatico); 2816 y 2706 cm™ (v
aldehido); 1633 cm™? (vc-o aldehido); 1582 cm™ (vc=c aromatico); 1245 cm? (vc.o

fenal).

5.2.2. Sintesis de L1

En un balén se colocan 0.15 gramos de 11 (0.59 mmol) y se disuelven con 22 mL de
etanol absoluto durante cinco minutos en agitacion. Luego se adicionan 30 uL de 1,3-
diaminopropano (0.026 gramos; 0.36 mmol) y se deja reaccionar en agitacion bajo
reflujo. Al cabo de una hora se aprecia la aparicion de un sdlido fino anaranjado, se
monitorea el avance de reaccion mediante cromatografia de capa fina (TLC). La
reaccion se detiene luego de 7 horas y se deja enfriar el contenido a temperatura
ambiente, se adicionan 15 mL de agua destilada fria y se coloca la mezcla en un
bafio de hielo. El producto que precipita de la solucion es filtrado al vacio y lavado
con 10 mL de agua helada y 5 mL de etanol helado. El licor madre se deja en la
refrigeradora toda la noche y al dia siguiente se filtra el resto del solido obtenido, que
también se lava con iguales cantidades de agua y etanol. Finalmente, el producto de
color marrén anaranjado se deja secar al vacio durante dos dias. El producto no

requirié6 de mayor purificacion. Rendimiento: 72 %.

H-RMN (500 MHz, DMSO-ds): 1.992 ppm (2H, H1); 3.673 ppm (4H, Hy); 6.085 ppm
(2H, Ha4, 2.5 Hz); 6.458 ppm (2H, Hs, 2.5 Hz); 6.764 ppm (4H, He, 8.5 Hz); 6.910 ppm
(2H, Hv, 15.7 Hz); 7.395 ppm (2H, He, 15.7 Hz); 7.476 ppm (4H, Hs, 8.5 Hz); 8.895
ppm (2H, Hs).

13C-RMN (125 MHz, DMSO-de): 32.096 ppm (1C, C1); 54.091 ppm (2C, C2); 102.751
ppm (2C, C6); 104.201 ppm (2C, C8); 108.642 ppm (2C, C15); 115.915 ppm (4C,
C14); 121.334 ppm (2C, C10); 128.431 ppm (2C, C7); 128.952 ppm (4C, C13);
132.641 ppm (2C, C11); 141.779 ppm (2C, C5); 158.093 ppm (2C, C12); 162.268
ppm (2C, C9); 163.121 ppm (2C, C3); 168.010 ppm (2C, C4).
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IR (ATR): 3605 cm™ (von); 3024 cm™ (vc.w estiramiento de alqueno aromatico); 1629
cm™ (ve-n estiramiento); 1606 cm™ (vc=c estiramiento); 1242 cm™ (vc.o estiramiento

fenol); 1174.72 cm™ (vcn estiramiento).

HRMS: 549.2040 [M-HJ

5.2.3. Sintesis de L2

En un bal6n se colocan 0.2 gramos de 11 (0.78 mmol) y se disuelven con 15 mL de
etanol absoluto durante diez minutos en agitacion. Luego se adicionan 30 uL de
etilendiamina (0.03 gramos; 0.45 mmol) y se deja reaccionar en agitacion bajo reflujo.
Con el paso de las horas la tonalidad anaranjada de la mezcla se intensifica. La
reaccion se detiene al cabo de 5 horas y se concentra hasta la mitad del volumen
inicial mediante rotaevaporaciéon. Luego se adiciona agua helada hasta observar
turbidez en la mezcla y se deja reposar en la refrigeradora toda la noche. El producto
gue precipita de la solucién es filtrado al vacio y lavado con agua helada y etanol
helado. El licor madre se deja en la refrigeradora toda la noche y al dia siguiente se
filtra el resto del sélido obtenido, que también se lava con iguales cantidades de agua
y etanol. Finalmente, el producto de color anaranjado guinda se deja secar al vacio.

El producto no requirié de mayor purificacion. Rendimiento: 78 %.

!H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢): 3.876 ppm (4H, H1); 6.073 ppm (2H, Hs, 2.5 Hz); 6.453
ppm (2H, Ha, 2.5 Hz); 6.777 ppm (4H, Hg, 8.5 Hz); 6.925 ppm (2H, Hs, 15.7 Hz); 7.375
ppm (2H, Hs, 15.7 Hz); 7.478 ppm (4H, H7, 8.5 Hz); 8.859 ppm (2H, Hy).

13C-RMN (125 MHz, DMSO-dg): 56.998 ppm (2C, C1); 102.699 ppm (2C, C5);
104.370 ppm (2C, C7); 108.638 ppm (2C, C14); 115.916 ppm (4C, C13); 121.352
ppm (2C, C9); 128.422 ppm (2C, C6); 128.939 ppm (4C, C12); 132.714 ppm (2C,
C10); 141.871 ppm (2C, C4); 158.091 ppm (2C, C11); 162.246 ppm (2C, C8); 164.133
ppm (2C, C2); 167.695 ppm (2C, C3).

IR (ATR): 3020 cm™ (vc.n alqueno aromatico); 1627 cm (ve-n); 1605 cm™? (ve=c); 1240

cm? (ve.ofenol); 1170 cm™? (ven).

HRMS: 535.1887 [M-H]"
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5.2.4. Sintesis de CulL1l

Se colocan 100 mg de L1 (0.181 mmol) en un balén de 125 mL y se afiaden 40 mL
de etanol. Se comienza a calentar y se adiciona una solucion de LiOH (8.7 mg; 0.36
mmol) en la minima cantidad de metanol caliente para favorecer la disolucion del
ligando, ensayos previos demostraron que la ausencia de la base dificulta la
disolucién completa del ligando en el medio de reaccion. Aparte, se prepara una
solucion con 37 mg de acetato de cobre monohidratado (0.181 mmol) disuelto en la
minima cantidad de metanol caliente, que luego se adiciona a la mezcla anterior en
el balon. Tras la adicion de esta solucion al balén de reaccion, el color de la mezcla
pasa instantaneamente de naranja claro a verde oscuro, ademas de aparecer
precipitado. Se deja reaccionar bajo reflujo durante cuatro horas. Después, se
rotaevapora la mitad del contenido del balén, se adicionan 10 mL de agua destilada
y se deja el balén en la refrigeradora toda la noche. Al dia siguiente se filtra el
contenido del bal6n y se obtiene un sélido de color verde pardo. El producto no

requirié6 de mayor purificacion. Rendimiento: 72%

IR (ATR): 3502 cm™ (von); 3017 cm® (vc.n alqueno aromatico); 1587 cm™ (ve=n); 1558,
1512, 1446 cm™ (vc=c aromético); 1236 cm™ (uc.o fendlico); 1169, 962, 838 cm™ (dc=c

aromético).

HRMS: 610.1183 [M-H], 612.1168 [5CuL1], 616.1251 [°CuL1]

5.2.5. Sintesis template de CuL1

Se colocan 100 mg de 11 (0.39 mmol) en un balén de 125 mL y se disuelven en 30
mL de etanol. Luego de la disolucion se adicionan 16 uL de 1,3-diaminopropano
(0.014 gramos; 0.19 mmol), y se somete a calentamiento medio (alrededor de 50°C)
durante 15 minutos. Luego se prepara una solucion de LiOH (10 mg, 0.41 mmol) en
la minima cantidad de metanol caliente, y lentamente se adiciona al balén de
reaccion. Después se prepara una solucion de acetato de cobre monohidratado (40
mg, 0.2 mmol) en la minima cantidad de metanol caliente. Tras la adicién de esta
solucion al balon de reaccion, el color de la mezcla pasa instantaneamente de naranja
claro a marrén verdoso, ademas de aparecer precipitado. Se deja reaccionar durante
cinco horas bajo reflujo. Después, se rotaevapora la mitad del contenido del balén,
se adicionan 10 mL de agua destilada y se deja el balon en la refrigeradora toda la
noche. Al dia siguiente se filtra el contenido del balén y se obtiene un solido de color

verde marrén.
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Rendimiento: 70%

5.2.6. Sintesis de CulL2

Se colocan 100 mg de I1 (0.39 mmol) en un balén de 125 mL y se disuelven en 30
mL de etanol. Luego de la disoluciéon se adicionan 15 yL de etilendiamina (0.015
gramos; 0.22 mmol), y se somete a calentamiento medio (alrededor de 50°C) durante
15 minutos. Luego se prepara una solucion de LiOH (10 mg, 0.41 mmol) en la minima
cantidad de metanol caliente, y se adiciona lentamente al balén de reaccion. Después
se prepara una solucion de acetato de cobre monohidratado (40 mg, 0.2 mmol) en la
minima cantidad de metanol caliente. Tras la adicion de esta solucion al balén de
reaccion, el color de la mezcla pasa instantaneamente de naranja claro a marrén
verdoso, ademas de aparecer precipitado. Se deja reaccionar durante cinco horas
bajo reflujo. Después, se rotaevapora la mitad del contenido del balén, se adicionan
10 mL de agua destilada y se deja el balén en la refrigeradora toda la noche. Al dia
siguiente se filtra el contenido del bal6n y se obtiene un sélido de color verde marrén.

El producto no requirié de mayor purificacion Rendimiento: 73%.

IR (ATR): 3019 cm™ (vc.n alqueno aromatico); 1579 cm™ (ve-n); 1510, 1440 cm™ (vc=c
aromatico); 1224 cm (vc.o fendlico); 1161, 1026, 959, 830 cm™ (dc=c aromatico).

HRMS: 596.1041 [M-HJ", 598.1040 [f5CuL2]
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6. Discusion de resultados

6.1. Sintesis y caracterizaciéon de I1

6.1.1.Sintesis

La sintesis de |1 se realiz6 con modificaciones hechas a un procedimiento
previamente reportado.?® Se parte de resveratrol debido a que esta disponible
comercialmente y porque en su estructura contiene al grupo estilbeno. Ademas, se
empleé cloruro de oxalilo como agente clorante en vez del clasico cloruro de fosforilo
empleado en las formilaciones mediante la reaccion de Vilsmeier-Haack, una
modificacion que ha sido empleada previamente en otros trabajos reportados y con
buenos resultados, y que fue necesaria en este caso debido a la restringida
disponibilidad del cloruro de fosforilo.?” La purificacion del producto se obtuvo
exitosamente mediante el empleo de cromatografia en columna con silica gel y el

rendimiento obtenido de esta reaccion fue del 75%.

En la primera parte de esta sintesis se da la formacién del ion cloroiminio, también
conocido como reactivo de Vilsmeier, por la reaccion entre la dimetilformamida y el
cloruro de oxalilo, tal como se aprecia en la parte superior de la Figura 8. Este ion
cloroiminio sufre el ataque del anillo aromatico rico en electrones del resveratrol
desde la posicién 1, como se muestra en la Figura 8. En esta posicion ocurre la
sustitucion electrofilica aromatica justamente porque posee dos grupos fuertemente
activadores, como son los hidroxilos en sus posiciones orto y para, carbonos 2y 4
de este anillo, respectivamente. El carbono en posicion 5 de este anillo también
deberia ser fuertemente activado por estos mismos grupos hidroxilo, pero una vez
que se adiciona la cloroamina la reactividad generada por los OH disminuye debido
a que el grupo que se ha insertado es un grupo desactivador. Aun asi, la adicion del
cloruro de oxalilo debe realizarse lentamente y con la mezcla de reaccién en un bafio
de hielo con agua para evitar la formacion del subproducto diformilado que merme el

rendimiento de la reaccion.

Fue de gran importancia el empleo de una atmésfera de nitr6geno durante esta
primera etapa, asi como también el uso de solventes secos por lo que el acetonitrilo
fue previamente destilado y almacenado en un matraz Schlenk con cloruro de calcio,
y el DMF fue secado con tamices moleculares de 3 A durante un fin de semana. En
las pruebas en las que se obviaron estas condiciones, el producto obtenido estaba
altamente contaminado con otros subproductos y el rendimiento era paupérrimo. Esto

se explica por la extrema reactividad del cloruro de oxalilo, que, al encontrar trazas
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de agua en el medio de reaccion, descompone antes de formar el ion cloroiminio,

disminuyendo notoriamente el rendimiento del producto buscado.

En la segunda parte de la reaccion se da la hidrolisis del ion iminio, es decir, el ataque
nucleofilico del agua a este grupo funcional, con lo que termina de formarse el
aldehido en el anillo del resveratrol, como se muestra en la segunda parte del
mecanismo de reaccion propuesto en la Figura 8. Durante esta etapa no se requirid
el uso de una atmésfera de nitrégeno, y aunque la reaccion deberia ser rapida, se
mantuvo la hidrélisis por doce horas con un leve calentamiento para asegurar un alto

rendimiento en esta etapa.

Posterior a esto, el producto crudo fue recolectado y purificado en una columna
cromatografica sobre silica gel utilizando como fase movil una mezcla de
hexano:acetato de etilo (7:3). El andlisis mediante TLC del producto muestra un Rf
de 0.52. El s6lido obtenido de color amarillo intenso recolectado es lo suficientemente
puro, segun un andlisis preliminar de la TLC obtenida, como para pasar a
caracterizacion. La pureza del producto fue confirmada mediante técnicas de

caracterizacion.

Ademas de ello, luego de varios ensayos fue posible lograr la purificacion de este
producto también por recristalizacion. El sistema de solvente empleado fue
metanol:agua, lo cual permitio la obtencion de cristales de color amarillo del producto,
para su posterior caracterizacion y con la ventaja de que este proceso de purificacion

requiere una menor cantidad de recursos y de tiempo.

I | 1 -Cl
N o cﬁ\ A o T ‘Q’. > g
-Cl

OH

Figura 8. Mecanismo de la reaccion propuesta de formilacion para la sintesis de 11.
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6.1.2. Caracterizacion

Este compuesto fue caracterizado mediante espectroscopia infrarroja FTIR,
espectrometria de masas ESI-MS, y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear RMN-H, RMN-3C.

6.1.2.1. Espectroscopia infrarroja

El espectro FTIR de I1 se puede apreciar en la Figura 9. Debido a la presencia de
grupos OH en su estructura, el espectro de I1 deberia exhibir una sefial ancha e
intensa a valores entre 3700 y 3500 cm™ por el estiramiento del enlace O-H; sin
embargo, debido a la presencia de interacciones intramoleculares entre el oxigeno
del aldehido y los protones del OH contiguo, la sefial se desplaza hacia un menor
namero de onda y disminuye su intensidad y ensanchamiento, por lo que aparece a
3289 cm™.?2® Asimismo, se aprecia una sefial a 3025 cm™ que corresponde al

estiramiento de los enlaces C-H de la estructura aromatica.

La presencia del grupo carbonilo del aldehido presente en I1 se manifiesta con la
sefal intensa y angosta a 1633 cm™ debido al estiramiento del enlace C=0. Esta
sefal aparece a menor nimero de onda de lo que se espera para este tipo de enlace,
pero la reduccion se debe a la interaccion por puente de hidrégeno que se da entre
el carbonilo del aldehido y el protén del OH.2 También se observan dos sefales, una
a 2816 cm™ y otra a 2706 cm™, que son caracteristicas del estiramiento del enlace
C-H del aldehido de 11.

La presencia de una sefial intensa a 1582 cm™ corresponde al estiramiento del enlace
C=C en la estructura aromatica conjugada, y la sefial a 1245 cm™ es ocasionada

debido a la flexién del enlace C-O de los fenoles de la molécula.

En la Figura 10 se encuentra la superposicion del espectro FTIR del resveratrol con
el respectivo espectro de I1. Cuando ambos se comparan se observan diferencias
notables en los desplazamientos de algunas sefiales, asi como en la aparicion de
nuevas bandas. Por ejemplo, el espectro de resveratrol presenta una banda ancha e
intensa a 3238 cm?, que es algo que se espera cuando se posee grupos OH en la
estructura sin grupos con los que pueda haber interacciones intramoleculares, como
si sucede con el carbonilo presente en I1. En el Anexo | se muestra una ampliacion

de este espectro
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Otra sefial en la que difieren es la que corresponde al carbonilo en I1 que aparece

como una banda intensa y angosta a 1633 cm™ y que no aparece en el espectro de

resveratrol debido a que no posee un carbonilo en su estructura. La aparicion de esta

tltima banda en el producto constituye una evidencia de que se ha llevado a cabo la

formilacién del resveratrol. El resto de sefiales, si bien sufren algunos cambios,

guardan mucha relacion con aquellas observadas para el resveratrol, lo cual es

esperado por la similitud estructural entre este reactivo de partida y el producto

monoformilado 11.
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Figura 10.

Superposicion de espectros de FTIR de 11 con resveratrol
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6.1.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Para una mejor visualizacion de la asignacion de las sefales se numero la molécula
en base a los atomos de hidrégeno y de carbono que contiene, como se observa en
la Figura 11. El espectro de protén *H-RMN de 11 se presenta en la Figura 12, este
muestra varias sefiales en la zona aromética alrededor de 6 y 8 ppm que
corresponden a los hidrégenos unidos a los C=C del sistema conjugado. También se
aprecia una sefial caracteristica del hidrégeno del aldehido (H1) que debido a estar
desprotegida por accién del carbonilo aparece alejada de las demas, a un
desplazamiento de 10.273 ppm. Ademas, en el espectro se pueden apreciar las tres
sefales de los H de los OH fendlicos a 9.682 ppm, 9.863 ppm y 12.117 ppm, que
aparecen muy pequefias y anchas, pero que esta dentro de lo esperado por no

tratarse de sefiales analiticas.

He H

(@)

Figura 11. Numeracion de atomos de (a) hidrégeno y (b) carbono para la asignacion
de sefales en los espectros de RMN

(b)

Los protones que aparecen a 6.218 y 6.625 ppm, son los de menor desplazamiento
dentro de la zona aromatica y corresponden a los hidrégenos H; y Hz enlazados a los
carbonos del anillo que se encuentran en posiciones orto y para respecto a los dos
OH, esto debido al efecto de proteccién que ejerce este grupo sobre los atomos en

las posiciones mencionadas.

Otras dos sefiales destacables son las que aparecen a 7.04 ppm y 7.11 ppm,
correspondientes a los protones del doble enlace en conformacion E, Ha y Hs. Estas
dos sefales presentan una constante de acoplamiento de 16 Hz, lo cual coincide con

lo esperado para dos sefiales vecinas en un alqueno en orientacion trans.

Para la asignacion de los protones restantes se requirié de un espectro de *C y de

técnicas bidimensionales como HSQC.

Por otro lado, en el espectro de **C-RMN que se encuentra en la Figura 13 se puede

apreciar la sefial correspondiente al carbono del aldehido (C1), la cual aparece
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separada del resto a 193.422 ppm debido al efecto de desproteccidn ejercido por el
oxigeno del carbonilo. Hay dos sefiales que integran por dos atomos, estas
corresponden a los pares C12 con C14 y a C11 con C15 que debido a la simetria de
esta parte del anillo aparecen a igual desplazamiento. De estas dos sefiales la que
aparece a menor desplazamiento (116.005 ppm) corresponde a los carbonos C12 y
C14 que se ubican en la posicién orto al OH de ese anillo, mientras que la sefal a

129.127 ppm pertenece a los carbonos C11y C15.
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Figura 13. Espectro de 3C-RMN de 11 (125 MHz, DMSO-ds)

Esta diferencia se debe al efecto protector del grupo OH que ejerce sobre las
posiciones orto y para en el anillo por lo que los atomos en estas posiciones emiten
sefiales a menor desplazamiento que los atomos ubicados en posicion meta a estos

grupos, como es el caso de los carbonos C11 y C15.

En la Figura 14 se muestra el espectro HSQC de I1, en el que se observa la
correlacion que existe entre los atomos de hidrégeno que estan directamente
enlazados a un atomo de carbono. De esta manera, se pueden diferenciar las sefales
de los carbonos cuaternarios de los que si correlacionan con algun protdn ya que los
carbonos que no estan unidos a ningun hidrégeno simplemente no presentan sefial

en el espectro.

De estos, el que aparece a menor desplazamiento corresponde a C2 cuya sefial es
111.980 ppm, esto se debe al efecto protector de los OH en que estan en posiciones
orto y para a este carbono. El espectro bidimensional de RMN COSY(*H-1H) se

presenta en el Anexo Il.
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6.1.2.3. Espectrometria de masas acoplado a ionizacién por electrospray (ESI-MS)

En la figura 15, se muestra el espectro obtenido mediante ESI-MS del compuesto 11,
en este se puede apreciar el ion molecular que aparece en el modo negativo a un
m/Z de 254.996, este pico corresponde al ion [M-H] debido a la pérdida de un protén.
También se puede observar la elevada pureza del compuesto ya que esta sefial
presenta una intensidad del orden de 7x10° y no se aprecian otras impurezas con
valores de intensidad significativos. En el espectro obtenido en modo positivo
también fue posible identificar al ion [M+H]* con un pico a 257.172 que posee una
intensidad elevada en comparacion a otras sefiales que se observan, como se puede

apreciar en el espectro de masas que se muestra en el Anexo lll.
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A partir de la sefial mas intensa en el modo negativo, que fue la de 254.99 m/Z y que
corresponde a [M-HJ;, se gener6 la fragmentacion de dicho ion con lo que se obtuvo
el espectro de la Figura 16. En este se puede observar que la sefial que presenta
mayor intensidad es la de 226.971 m/Z, lo cual corresponde al fragmento que se
forma cuando la molécula de 11 pierde el grupo aldehido de su estructura debido al
proceso de ionizacion. Por ello, este pico aparece a 29 unidades menos de donde
aparece el ion molecular, es decir a un m/z de 256, donde 29 es el peso del grupo

aldehido que se pierde.
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Figura 16. Fragmentacion del ion de 256 m/Z para |1
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6.2. Sintesis y caracterizacion de L1

6.2.1.Sintesis

La sintesis de este ligando se basa en la sintesis de una base de Schiff en la cual la
amina, que en este caso es el 1,3-diaminopropano ejerce un ataque nucleofilico
sobre el carbono del aldehido de 11 con lo que se forma una imina. Ademas, esta
amina alifatica al poseer un grupo amino en cada extremo de la cadena, puede
reaccionar con dos moléculas de 11 por cada molécula de amina, sirviendo como
puente entre las dos, conformando un ligando simétrico tetradentado, con dos grupos
estilbeno a cada lado de la molécula. En la Figura 17 se encuentra la estructura de
L1 y la numeracion empleada para la asignacion de las sefiales por resonancia

magnética nuclear.

Figura 17. Estructura numerada de L1

Esta reaccion de condensacion es un equilibrio quimico, pero es bastante favorable,
especialmente cuando el ligando formado precipita en el medio de reaccion, pues
empuja el equilibrio hacia el lado de los productos y promueve su mayor formacion y
por ende aumenta el rendimiento de la reaccién. Justamente, una de las dificultades
de esta sintesis se deriva de la solubilidad del ligando formado, que es medianamente
soluble en el medio de reaccién, aunque menos soluble que la amina y el precursor
I1. Debido a ello, es importante trabajar con el licor madre obtenido luego de la
filtracion del ligando obtenido en la primera cosecha. Este licor madre debe ser
refrigerado y posteriormente se debe recolectar el sélido que precipita en una
segunda cosecha para asi obtener un mejor rendimiento. Asimismo, el lavado del
solido obtenido es vital para la purificacion del mismo ya que con este proceso se
remueven los demas reactivos de partida, por ello se lava con agua y etanol helado

para retirar los restos de la amina y de 11, respectivamente.
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El avance de la reaccion fue monitoreado mediante cromatografia de capa fina (TLC),
en la cual se visualiza la desaparicion de la sefial del reactivo de partida, que es I1.
La diferencia entre ambas sefiales se pudo identificar con facilidad debido a la
diferencia de colores obtenidos bajo luz UV, una sefial de color naranja para |1 y una

sefal amarilla para L1.

6.2.2. Caracterizacion

La caracterizacion de este compuesto se realizé mediante espectroscopia infrarroja
FTIR, espectroscopia de RMN de protén y carbono-13, asi como por espectroscopia
bidimensional RMN COSY (*H-'H) y HSQC (*H-13C).

6.2.2.1. Espectroscopia infrarroja

El espectro FTIR del ligando L1 se muestra en la Figura 18. En este espectro se
observa que la distintiva sefial a 1633 cm™, correspondiente al estiramiento del grupo
carbonilo del aldehido en 11, ya no se encuentra y en su lugar aparece una sefal
intensa a 1626 cm™ que corresponde a la imina de L1. Si bien la diferencia en el
namero de onda de estas dos sefiales no es pronunciada, la sefal de esta lltima
sigue la tendencia esperada, al presentarse a menor frecuencia que la sefal
correspondiente del aldehido. Es importante comentar que la sefial del enlace C=N
de la imina aparece a un nimero de onda menor que la del enlace C=0 en |1 debido
a que la masa reducida del primero es menor.?® La desaparicion de la sefial
correspondiente al estiramiento del enlace C=0 del aldehido en 11 y la aparicién de
la correspondiente sefal de la imina C=N en L1 es diagnéstico de la formacion de

este ligando.

Asimismo, se puede observar una sefial angosta y no muy intensa a 3606 cm? la
cual corresponde al estiramiento del enlace OH presentes en la estructura. También
se observa una sefial a 3024 cm™ que corresponde al estiramiento del enlace C-H

de los dobles enlaces de toda la estructura aromatica.

Por otro lado, la Figura 19 muestra la superposicion de los espectros FTIR de 11y
L1. Aqui se puede apreciar una sefial intensa que aparece en 1174 cm™ la cual
corresponde al estiramiento del enlace C-N entre el nitrégeno de la imina y el carbono
gue conecta este grupo con el puente de CH, del ligando. Esta sefial no esta presente
en 11 debido a que no posee el grupo imina en su estructura, por lo que también es

una evidencia de la formacién de L1.
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Aparte de las sefales identificadas y mencionadas previamente, se puede ver
claramente que hay varias que son idénticas o0 que presentan un pequefio
desplazamiento entre los espectros de ambos compuestos. Esto se debe a que
ambas estructuras poseen un esqueleto conjugado que no se esta alterando. Por ello
las bandas correspondientes al enlace C-H de los alguenos aromaticos de ambos
espectros aparecen a un numero de onda muy parecido, lo que indica que el
esqueleto aromatico no se esta alterando y por ello es algo esperado que no se

presenten cambios dramaticos entre los espectros de 11y L1.
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6.2.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Debido a la alta simetria del ligando L1, el nimero de sefiales observadas en el
espectro es menor en comparacion al nimero de atomos que conforman su

estructura, y estas poseen integraciones que representan entre dos y cuatro &tomos.

La Figura 20 muestra el espectro de protén *H-RMN del ligando L1 mientras que la
Figura 21 muestra la comparacién de los espectros *H-RMN tanto de 11 como de L1.
En esta ultima figura, se puede ver claramente la desapariciéon de la sefal del
hidrégeno del aldehido de I1 que aparecia a 10.274 ppm y en su lugar se observa
una sefal a 8.895 ppm que corresponde al hidrégeno enlazado al carbono de la imina
(Hs). La mayoria de las sefiales que se encuentran en la zona aromatica no han
sufrido grandes variaciones, por ejemplo, los dobletes de mayor integracion que
corresponden a los protones Hg y Hy se mantienen en 6.782 ppm y 7.477 ppm,
respectivamente. El doblete de que corresponde a He se desplaz6 de 7.716 ppm
hacia 7.427 ppm, esto se debe probablemente al efecto de menor desproteccién que

ejerce el nitrégeno de la imina en L1 en comparacion al oxigeno del carbonilo en I1.

Hacia menores desplazamientos se observan dos juegos de nuevas sefiales, la
primera a 3.675 ppm y la segunda a 1.994 ppm, ambas corresponden a los protones
que se ubican unidos a los carbonos anexados a los nitrégenos de la imina (H2) y a
los que se encuentran en el medio de los anteriores (H1), respectivamente. Debido a
que se encuentran alejados de la estructura aromatica se encuentran menos
desprotegidos que el resto de atomos del compuesto, por lo que aparecen en campo

alto en el espectro.

Se debe mencionar que en la reaccién de formacion de la base de Schiff se generan
moléculas de agua, debido a ello la sefial que aparece alrededor de 3.354 ppm en el
espectro de L1 es mucho mas ancha y pronunciada que la que se observa en el
espectro de I1. Por ello, el producto se debe dejar secando por varios dias al vacio

para remover la mayor cantidad de agua posible que esté presente.

El espectro de RMN permite visualizar sefales que no han sufrido mayores
modificaciones o cuyo desplazamiento es minimo entre el espectro del intermediario
I1 con respecto a L1. Esto se debe a que estas sefiales corresponden a los protones
unidos a los carbonos que conforman los anillos bencénicos del esqueleto aromético,
como estos no sufren modificaciones en su estructura luego de la reaccién de
condensacion, no exhiben diferente patron de desplazamiento. Esto es algo positivo
ya que permite también corroborar que no se han dado cambios o alteraciones no

deseadas en el resto de la molécula, comparado con las sefiales que si presentan
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variaciones y que corresponden a los protones unidos a los atomos que forma el

nuevo grupo imina.

En la Figura 22 se muestra el espectro de carbono **C-RMN de L1. En este se pueden
visualizar gran cantidad de sefiales, pero no tantas como las que se esperarian para
un compuesto tan grande y con tantos &tomos, porque como ya se mencion0 en la
discusion del espectro de RMN de protén, al tratarse de una molécula con alta

simetria, las sefales se reducen a la mitad.

A menores desplazamientos se pueden observar las sefiales correspondientes a los
carbonos de los CH; de la cadena alifatica que sirve de puente entre ambos grupos
estilbeno que conforman al ligando. Por ejemplo, se observa una sefial a 31 ppm
correspondiente al carbono mas protegido de la cadena, mientras que la sefial a 54
ppm corresponde a los dos CH; unidos al nitrégeno de la imina. La presencia de
estas sefiales es una clara diferencia con el espectro de |1 debido a que el

intermediario posee solamente carbonos unidos a una estructura aromatica.

Es importante también identificar que varias de las sefiales obtenidas poseen
desplazamientos bastante similares a los que posee el espectro de 13C-RMN de I1.
Este comportamiento es algo que ya se ha analizado anteriormente para los
espectros de RMN de proton y FTIR, y la explicacién es la semejanza de la estructura
aromaética entre el ligando L1 y su predecesor I1. Un claro ejemplo son las sefiales
propias de la zona aromatica, como los picos intensos a 115.9 ppm y 128.9 ppm, los
cuales corresponden a los carbonos C14 y C13, que ademas poseen una intensidad
mayor ya que por la simetria de la molécula, en ambos lados de la estructura
contamos con carbonos semejantes por lo que una sefial de estas integra para cuatro
carbonos, mientras que la mayoria de sefales del espectro integra para dos

carbonos, a excepcion del carbono C1.

En la Figura 23Figura 23 se muestra el espectro de HSQC de L1, en este se puede
ver la relacion existente entre los protones Hi y H, de menor desplazamiento y los
atomos de carbono C1y C2, respectivamente. En el Anexo IV se presenta el espectro
de RMN COSY 'H-'H de L1.
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6.2.2.4. Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

En la Figura 24Figura 24 se presenta el espectro de masas de alta resolucion (HRMS)
obtenido para el ligando L1. Este compuesto, con formula CssH3zoN2Os y de masa
exacta calculada 550.6011 g.mol* presenta una clara sefial a 549.2040 m/Z en el
modo negativo, que corresponde con gran exactitud a la sefial esperada del ion
molecular [M-H]" de este compuesto, es decir, cuando ha perdido un protén.
Adicionalmente, la intensidad de esta sefial es bastante alta comparada a ciertas
sefales minoritarias que pueden apreciarse en el espectro, lo cual es indicio de que
el compuesto deseado es el mayoritario. La exactitud de la sefial obtenida y su
intensidad confirma la identidad del ligando L1.

La fragmentacion de L1 en el espectrometro de masas da lugar a la sefal de
255.0663 m/Z, que corresponde al fragmento estilbeno que queda después del
rompimiento del enlace N-C de la imina con el grupo propil que sirve como puente en
L1. Esta misma sefial se observa en el espectro de masas de L2, como se describira
mas adelante, lo que demuestra el mismo tipo de fragmentacion por tratarse de

moléculas estructuralmente muy similares.
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Figura 24. Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) de L1
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6.3. Sintesis y caracterizacién de L2

6.3.1. Sintesis

De igual manera que con el ligando L1, la preparacion de L2 se basa en una sintesis
de base de Schiff, en la cual se hace reaccionar al intermediario |11 con etilendiamina.
Esta es una amina mas corta que la empleada para la preparacion de L1, debido a
ello el puente que une ambos grupos estilbenos es mas corto, y se espera que la
molécula sea mas rigida, lo que puede afectar tanto en sus propiedades quimicas
como farmacolégicas. En la Figura 25 se presenta la estructura de L2 con su

respectiva numeracion de protones y carbonos.

Figura 25. Estructura numerada de L2

La reacciéon de sintesis de L2, al igual que la de L1, fue monitoreada por TLC. En
este proceso se sigue la desaparicion de la sefial correspondiente al reactivo de
partida, que seria el intermediario 11, conforme va transcurriendo el tiempo de
reaccion. El seguimiento de avance de esta reaccion mediante el empleo de TLC es
bastante util y representa un método no complicado para monitorear el estado de la
misma, debido sobre todo a las sefiales caracteristicas que poseen tanto el reactivo,
quien exhibe bajo luz UV una sefial de color naranja intenso, como el producto, que

posee una sefial de color amarillo verdoso intenso bajo la lampara de luz UV.

Nuevamente, un factor determinante en esta reaccion es el aislamiento del ligando
del medio de reaccién. La solubilidad de L2 es mayor que la observada para L1, lo
cual complica el proceso de extraccion de este ligando a partir de la mezcla de
reaccion. Sin embargo, esta solubilidad sigue siendo menor a las del reactivo de

partida 11 y la amina, ya que a los quince minutos de reaccion era posible observar
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la presencia de sélido flotando en la mezcla de reaccion. Debido a ello es posible
aislarlo por enfriamiento y purificarlo con lavados con agua y etanol, siguiendo un

método anélogo al explicado para L1.

6.3.2. Caracterizacion

La caracterizacion de este compuesto se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja
FTIR, espectroscopia de RMN de protdn y carbono-13, asi como por espectroscopia
bidimensional RMN COSY (*H-'H) y HSQC (*H-13C).

6.3.2.1. Espectroscopia infrarroja FTIR

En la Figura 26 se muestra el espectro de FTIR de L2, en este se puede ver un
desplazamiento notorio de la banda correspondiente al estiramiento del enlace C=N
de la imina que aparece a 1623 cm™ en este compuesto, en comparacioén con el
espectro de IR del antecesor, el compuesto 11 que poseia un carbonilo en su lugar y
cuya banda debido al enlace C=0 aparece a 1633 cm™. Este efecto también se
comenté para el caso de L1, ya que ambos ligandos provienen del mismo
intermediario y pasan por una reaccion de formacion de bases de Schiff pero con
diferentes aminas. Adicionalmente, se observa un pico intenso a 1168 cm?, el cual
corresponde al estiramiento C-O de los fenoles presentes en los anillos aroméaticos

del estilbeno.

En la Figura 27 se observa la superposicién de los espectros de FTIR del ligando L2
con el reactivo de partida para su formacion, el intermediario I11. Como se mencioné
en el parrafo anterior, es notable la diferencia en la sefial del carbonilo a 1634 cm
para el espectro de 11 con la sefial a 1623 cm™ en el espectro de L2. Esta sefial ha
sufrido un desplazamiento hacia un menor nimero de onda debido a la nueva
interaccion que existe en el ligando entre el carbono y el nitrégeno de la imina
formada luego de la reaccion de formacion de base de Schiff. La fuerza del doble
enlace carbono-oxigeno es mayor que la del doble enlace carbono-nitrégeno de la
imina, y el nimero de onda mantiene una relacién directamente proporcional con la
fuerza del enlace, de esta forma se justifica este cambio tan importante y significativo

en los espectros de ambos compuestos.
Aparte de las sefales identificadas y mencionadas previamente, se puede ver

claramente que hay varias que son idénticas 0 que muestran solo un pequefio

desplazamiento entre los espectros de ambos compuestos. Esto se debe a que
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ambas estructuras, L2 e |11, poseen un esqueleto conjugado que no se esta alterando,
por lo que las bandas correspondientes al enlace C-H de los alquenos aromaticos de
ambos espectros aparecen a un nimero de onda muy parecido. Esto muestra que el
esqueleto aromético no ha sufrido mayores alteraciones y por ello es algo esperado

gue no se presenten cambios draméticos entre los espectros de I1y L2.

Asi, los espectros FTIR de los ligandos L1 y L2 guardan coherencia en el reemplazo
de las sefales correspondientes al aldehido, y en la aparicion de las sefiales que
denotan la formacién de grupos iminas caracteristicos de los ligandos. Asimismo, al
provenir de un mismo precursor, guardan mucha similitud en sus sefiales,
fundamentalmente por tener el mismo grupo estilbeno y solo diferenciarse en la
longitud y derivatizacion de la cadena diamina. Una comparacién de los espectros
FTIR de ambos ligandos se muestra en el Anexo V. De este modo, corroboramos la
similitud de ambas estructuras, las cuales son casi idénticas, lo cual era lo que

esperado.

46



3100

2850

2600

1623 cmt 964 cm-t
1440 cmt
1605 cm? 1511 emt
1584 cmt
1242 cmt
1168 cm
2350 2100 1850 1600 1350 1100
cm?

Figura 26. Espectro FTIR de L2

47

95

90

85

80

75

70

%T

65

60

55

837 cmt
50
45

40
850 600



2200

—11
—1L2
1623 nm
1634 nm
1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Numero de onda (cm)

Figura 27. Superposicion de espectros de FTIR de 11 con L2

48

95

85

75

65

55

45

35

Transmitancia



6.3.2.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

En la Figura 28 se presenta el espectro de RMN de protén *H-RMN del ligando L2.
Es notable la gran similitud que este espectro posee con el del ligando L1 (Figura 19)
debido a que el esqueleto aromatico del estilbeno no se ha visto alterado, sino que
el cambio se ha dado Unicamente en la amina, especificamente en la ausencia de un
grupo -CH2- en la cadena alifatica de la amina del puente que une ambos anillos

estilbeno.

Analogamente, por la elevada simetria que presenta la estructura de L2, el nimero
de sefnales obtenidas en el espectro es menor a la cantidad total de protones
presentes. Por esta misma razén es que se obtienen valores de integracion dobles y
en algunos casos cuadruples, pues una sola sefial representa a mas de un proton de

la estructura.

Como era de esperarse, en el espectro H-RMN se puede ver claramente la
desaparicién de la sefial del hidrogeno del aldehido de |11 que aparecia a 10.274 ppm
y en su lugar se observa una sefal a 8.859 ppm que corresponde al hidrégeno
enlazado al carbono de la imina (H.), el cual sufre una elevada desproteccion ejercida
por este grupo. Esto mismo se observo para L1, y es una sefial diagnéstica de la

transformacion de 11 en el ligando L2.

De las sefiales obtenidas, solo una se encuentra en la zona de protones alifaticos a
3.876 ppm y corresponde a los hidrégenos de los grupos CH: de la etilendiamina.
Esta sefial no aparece a un desplazamiento de 1 0 2 ppm como se esperaria para
este grupo debido a que estos H se encuentran al lado del grupo imina que genera

desproteccién sobre estos protones.

A mayores desplazamientos se pueden apreciar las sefiales de los hidrogenos de la
estructura aromatica del ligando. Se debe mencionar que el orden de las sefiales en
el espectro y la asignacién de las mismas es similar a la empleada para las sefiales
de L1, debido a su similitud estructural. Las de menor desplazamiento de esta zona
corresponden a los protones del anillo mas cercano al puente de la diamina y que se

encuentran protegidos debido al efecto que ejercen los dos grupos OH de ese anillo.

También se muestran las sefiales generadas por los protones del anillo mas alejado
de la imina, siendo la sefial de mayor proteccion (H8) la que aparece a 6.777 ppm en
comparacion con la sefial de H7 que aparece a 7.478 ppm. La diferencia entre el
desplazamiento de estas sefiales se debe a que, a pesar de ambas encontrarse en

el mismo anillo alejado de la imina, los hidrogenos rotulados como H8 se encuentran
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en posicién orto respecto al grupo OH de este anillo, y por ende este grupo ejerce un
efecto de proteccidn sobre ellos, en comparacion con los hidrégenos nombrados H7
que al encontrarse en posicidbn meta respecto al OH, no gozan de este efecto

protector.

Adicionalmente, se puede visualizar una sefial intensa y ligeramente ancha alrededor
de 3.346 ppm que corresponde a restos de agua presentes, lo cual se relaciona con
la liberacién de moléculas de agua como producto de condensacién de la formacion
de bases de Schiff. Por ello, estos compuestos son secados al vacio por varios dias

para reducir al minimo posible la cantidad de agua presente.

En la Figura 29 se presenta el espectro de carbono *C-RMN de L2. De igual manera
que ocurria con el ligando L1, al tratarse de una molécula con alta simetria, el nUmero

de sefales que aparecen en el espectro se reduce a la mitad.

En la zona de bajo desplazamiento ubicamos una Unica sefial a 56.99 ppm, la cual
corresponde a los protones del CH, del puente alifatico que conecta a ambos
estilbenos en el ligando. Esta situacion es parecida a lo que se observo para L1, con
la diferencia de que, al haber sido preparado con etilendiamina, la cual solo posee
dos CH; en lugar de tres como la amina empleada para sintetizar L1, y al ser ambos
carbonos semejantes, se obtiene una sola sefial que agrupa a los dos carbonos de
ambos CH,. Como se comentd previamente, esta situacion es algo que no se vio en
el espectro de 11 debido a que esta molécula solo posee carbonos aromaticos, y por

ello no se visualizan sefales a bajos desplazamientos.

La semejanza de la estructura aromatica entre el ligando L2 y su reactivo de partida,
que es 11, explica el por qué el espectro de *C-RMN de ambos compuestos
presentas varias semejanzas. Un claro ejemplo son las sefiales propias de la zona
aromatica, como los picos intensos a 115.92 ppm y 128.94 ppm, los cuales
corresponden a los carbonos C12 y C13. Estos poseen una intensidad mayor ya que
por la simetria de la molécula, estos carbonos semejantes integran por cuatro,
mientras que la mayoria de sefales del espectro integra por dos carbonos, a

excepcion del carbono C1.

Es bastante interesante ademas rescatar que esas sefales poseen practicamente el
mismo desplazamiento que las identificadas para esos mismos atomos en el espectro
de L1, debido a que la zona aromatica del estilbeno es idéntica para ambos ligandos
y es una prueba de que esta parte de los compuestos se mantiene intacta, lo cual es

algo deseable ya que no deseamos realizar cambios en el estilbeno.
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Finalmente, se colectaron los espectros bidimensionales de RMN COSY(*H-1H) y
HSQC (*H-C), los cuales se encuentra en los Anexos VI y VIl de este documento.
Ambos aportaron informacion atil que permitié la identificacion y asignacién correcta

de todas las sefiales con los atomos presentes en la estructura.
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6.3.2.3. Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

En la Figura 30 se presenta el espectro de masas de alta resolucion (HRMS) obtenido
para el ligando L2. Este compuesto, con férmula Cs2H2sN20¢ Yy de masa exacta
calculada 536.5745 g.mol? presenta una clara sefial a 535.1887 m/Z en el modo
negativo, que corresponde con gran exactitud a la sefial esperada del ion molecular
[M-H] de este compuesto, es decir cuando ha perdido un proton. Adicionalmente, la
intensidad de esta sefial es bastante alta, y no se visualizan impurezas de intensidad
similar que puedan estar contaminando el producto final. La exactitud de la sefial

obtenida y su intensidad confirma la identidad del ligando L2.

Al igual que ocurria con L1, la fragmentacion de L2 en el espectrémetro de masas da
lugar a la sefial de 255.0690 m/Z, que corresponde al fragmento estilbeno que queda
después del rompimiento del enlace N-C de la imina con el grupo etil que sirve como
puente. Adicionalmente, se observa una sefial a 297.1282 m/Z que corresponderia,
en el modo negativo, al fragmento de L2 que conserva un Unico grupo estilbeno unido

a la etilendiamina por solo uno de los atomos de nitrégeno de la amina.
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Figura 30. Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) de L2
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Si bien esta ultima sefial no se observé en el espectro de masas de L1, la similitud
de ambos espectros y patrones de fragmentacion es bastante alta, lo cual confirma
la identidad de L1 y L2, y ademas confirma la similitud estructural de ambas

moléculas.

6.4. Sintesis y caracterizacion de CulL1

6.4.1. Sintesis

La preparacion del compuesto de coordinacibn se basa en una reaccion de
sustitucion de ligandos que se encuentran enlazados al cobre. Al comienzo se posee
una sal de este metal que contiene dos grupos acetatos y una molécula de agua
coordinada al cobre; después de la adicién de L1, se cree que los cuatro puntos de
coordinacién que posee este ligando van capturando al cobre hasta formar el
compuesto final en donde los dos oxigenos y los dos nitrdgenos estan enlazados al
metal. La estructura propuesta del compuesto de coordinacién se muestra en la

Figura 31.

La reaccioén se realiza en etanol como solvente y, para favorecer la solubilidad del
ligando en el solvente de reaccion, se adiciona una solucién de LiOH en la minima
cantidad de metanol caliente. La adicién de la base, que se realiza en la relacion de
un mol de ligando por dos moles del hidréxido, facilita la disolucién del ligando antes

de la adicion de la sal de cobre debido a que desprotona los grupos fendlicos de L1.
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Figura 31. Estructura de CuL1.
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En los primeros ensayos que se realizaron se emplearon tiempos de reaccion de dos
horas y en ausencia de base, ello debido a que en otros trabajos que reportan la
sintesis de compuestos de coordinacién de cobre a partir de bases de Schiff, la
mayoria empleo periodos cortos de reaccion, de entre una y dos horas, y bajo reflujo

del solvente, que suele ser etanol.3%-32

Sin embargo, al detener la reaccidon y pasar a la parte de extraccion del producto de
la mezcla, se notaba la presencia de tonalidades azules y naranjas, las cuales
corresponden a la sal de cobre y al ligando como reactivos de partida. Es por ello que
para optimizar el rendimiento del complejo se opto6 por dejar la reaccion al menos por
cuatro horas, con calentamiento bajo reflujo y con la adicién de la base previamente
mencionada, con lo que los rendimientos se incrementaron notablemente pasando

de un 23% en el primer ensayo hasta un 72% en las ultimas repeticiones.

Ademas del proceso de sintesis del complejo partiendo del ligando, se experimenté
con una ruta alternativa de sintesis conocida comunmente como “one-pot”. Esta via
se caracteriza por colocar todos los reactivos necesarios para obtener el producto
final desde los reactivos iniciales de la ruta de sintesis. En nuestro caso, debido al
paso de adicién de la base, se modificd este concepto de adicién en simultaneo por
uno de adicion por partes, con la ventaja de que no se requeria aislar el ligando. Esto
significé un gran beneficio en ahorro de tiempo y materiales ya que, siguiendo la ruta
clasica, una vez que se filtraba y secaba el ligando, se tenia que volver a disolver
para la posterior formaciéon de complejo, lo cual una vez aislado y caracterizado el
ligando, ya no tuvo que ser necesario. Ademas, el rendimiento obtenido por la ruta
“‘one-pot” para el complejo CuLl era de alrededor del 70%, lo cual es bastante
cercano al 72% de rendimiento obtenido por la ruta convencional, sin contar el

beneficio que implica realizar la sintesis siguiendo este método.

A pesar de los problemas presentados durante el proceso, como la dificil disolucion
del ligando en el solvente de reaccién, asi como en el proceso de coleccion del
producto al término de la reaccion, se logré obtener un sélido de color verde pardo.
La tonalidad del producto concuerda con el color de otros compuestos de

coordinacion de cobre con ligandos organicos similares. 3334
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6.4.2. Caracterizacion

La caracterizacion de CuLl se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja FTIR,
espectroscopia UV-VIS y espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS).
Debido a que el complejo de coordinacién de cobre (II) CuLl es paramagnético, este

no puede ser caracterizado por resonancia magnética nuclear.

6.4.2.1. Espectroscopia infrarroja

En la Figura 32Figura 32 se muestra el espectro de FTIR del complejo CuLl, en este
se puede observar una sefial a 1587 cm™ la cual corresponde al estiramiento del
enlace C=N del grupo imina en su estructura, el cual liga al centro de cobre por el
lado del nitr6geno. Para una mejor comparaciéon de los cambios que se dan entre
espectros, en la Figura 33 se presenta el espectro escalonado de FTIR de CuLl con
el del ligando L1. De este modo, al visualizar la sefial del grupo imina C=N a 1625
cm? presente en el ligando L1 se ve claramente que esta posee una diferencia en

nimero de onda de 42 cm™ en comparacioén con la sefial de CuL1.

Esto se explica porque en el caso de CuLl, las iminas presentes en el ligando se
enlazan al cobre para formar el compuesto de coordinacién via el &tomo de nitrégeno.
De este modo, se establece un enlace nitrdgeno-metal y por otro lado disminuye la
fuerza del enlace C=N ya que va a haber una competencia entre el &tomo de carbono
y el de cobre por establecer un buen enlace con los orbitales disponibles del
nitrogeno. Por ello, la sefal de estiramiento del enlace C=N de la imina cuando

acompleja reduce su nimero de onda considerablemente.

Este fenbmeno es bastante caracteristico de las reacciones de complejacién de
ligandos organicos con metales, lo cual se conoce como retrodonacion pi. El ligando
proporciona densidad electronica al centro metélico mediante interaccion sigma, y en
paralelo se aprecia una donacién de densidad electrénica desde un orbital d del metal
hacia un orbital antienlazante del ligando, el cual debe ser un buen aceptor pi con
orbitales desocupados que puedan recibir a los electrones provenientes del metal.
En nuestro caso, la imina del ligando es un buen aceptor pi ya que puede aceptar
esta densidad electrénica a través de los orbitales antienlazantes del nitrégeno. Esta
es la razon de por qué se observa una reduccion de la fuerza del enlace carbono-

nitrégeno del ligando en el espectro de FTIR.

En el caso de las sefales de los grupos OH que también coordinan al metal, el efecto
es menos notorio en el espectro debido a que existen cuatro de estos grupos en el

resto de la estructura que no se estan coordinando al metal. A 1263 cm™ se observa
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una sefal intensa que corresponde al estiramiento del enlace C-O de los hidroxilos

unidos a los carbonos de los anillos aromaticos de la estructura.

Por otro lado, las sefiales correspondientes a los enlaces C=C de la estructura
aromatica no han variado y aparentemente se han fusionado con la banda de la
imina, por lo que se ve un hombro en esta. Esta observacion es muy importante
debido a que refleja que la imina se encuentra coordinada y que a la vez el resto de
la estructura aromética del ligando no se ha visto comprometida, que es lo que se

busca con la reaccion de complejacion.
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6.4.2.2. Espectroscopia UV-Visible

Se midieron y compararon los espectros UV-Visible del complejo CuLl y de su
respectivo ligando, en metanol. En la Figura 34 se aprecia la superposicion de ambos
espectros de absorcion, dentro del rango de 190-490 nm, que es la region donde se
registraron sefales de intensidad apreciable. Debido a inconvenientes con la
solubilidad del complejo, no fue posible analizar soluciones de mayor concentracion,

lo cual impidio6 la obtencidn de sefales en la regién del visible.

Al comparar con el espectro UV-Vis del ligando L1, se pudo ver que habia dos
cambios notorios entre ambos. El primero corresponde a un desplazamiento
hipsocrémico, o también conocido como desplazamiento hacia el azul, en el espectro
del complejo, ya que la sefial que aparecia a 211 nm en el espectro del ligando, se
encuentra a 202 nm para el complejo. Si bien las bandas a 284 y 340 nm se
encuentran conservadas en el ligando como en el complejo, se observa un cambio

en la zona visible, en la desaparicion de la banda a 415 nm del ligando.
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Figura 34. Superposicion de espectros UV-VIS de L1y CulLl
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6.4.2.3. Espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS)

En la Figura 35 se presenta el espectro de masas de alta resolucion (HRMS) obtenido
para el complejo CuLl. Este compuesto, con férmula CssH2sCuN2Os y de masa
exacta calculada 611.1243 g.mol* presenta una clara sefial a 610.1183 m/Z en el
modo negativo, que corresponde con gran exactitud a la sefial esperada del ion
molecular [M-H] de este compuesto. Adicionalmente, la sefial correspondiente al ion
molecular muestra el patron isotépico esperado para el &tomo de cobre, con sefiales
a 612.1168 m/Z y 616.1251 m/Z que corresponden al compuesto formado con los
is6topos Cu-65 y Cu-69, respectivamente.

La fragmentacion de CuLl en el espectrometro de masas da lugar a la sefial de
372.0564 m/Z, que corresponde al fragmento del complejo menos una molécula de
estilbeno, audn con la diamina coordinada. También se observan otras
fragmentaciones propias del ligando, como es la sefial a 255.0679 m/Z que ha sido
discutida anteriormente, y que corresponde al fragmento estilbeno con el grupo imina

pero sin la diamina que servia como puente.

Nuevamente, la intensidad de la sefial del ion molecular es bastante alta, y no se
visualizan impurezas que puedan estar contaminando el producto final. La exactitud
de la sefal obtenida, el patrén isotopico observado y su intensidad confirma la

identidad del complejo CulL1.

610.1183
90004
8500 [M-H]_
8000 {
75004
70004
6500 ]
6000
5500 121.0324
£ o0y 612.1168
> 45007
2 4000]
3500 372.0564
3000
255.0679
#%1212.0783_ -311[1417
2000
15007 223.030
266.0849
NI 3 4 O T O P
0)‘ l‘ A H‘\J‘ \HL | i \“\.M b Al \Ll . \‘. u‘ H‘. il Ly MM\ . L\ ‘L\ A L ‘.\Jﬂ‘m W " .
480 500 550 600 650 700 750 800 880

100

150 200 250 300 350 400
m/z, amu

Figura 35. Espectro de masas de alta resoluciéon (HRMS) de CuL1
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6.5. Sintesis y caracterizacién de CulL2

6.5.1. Sintesis

Al igual que para la preparacion de CulLl, la sintesis del compuesto CuL2 se basa en
una reaccién de sustitucién de ligandos unidos al metal central. Se parte del acetato
de cobre monohidratado, la cual contiene dos grupos acetatos y una molécula de
agua coordinada al cobre; luego con la adicién del ligando L2, los cuatro puntos de
coordinacién que posee este ligando van capturando al cobre hasta formar el
compuesto final en donde los dos oxigenos y los dos nitrdgenos estan enlazados al

metal.

En base a los resultados de sintesis obtenidos para CuL1, el tiempo de reaccion para
la preparacion de CulL2 se mantuvo entre cuatro a cinco horas a temperatura de
reflujo, con lo cual se obtuvo un rendimiento de 73%. Debido a los buenos resultados
obtenidos al emplear la ruta “one-pot” en la sintesis del complejo CuL1, se empled
esta ruta para la sintesis de CulL2, debido a la menor cantidad de pasos sintéticos

gue posee este camino.

La reaccién se realiza en etanol como solvente, y una de las ventajas observadas
para el proceso de sintesis es que el ligando L2 posee una solubilidad un poco mayor
en este solvente en comparacion con la que presenta L1; sin embargo, aln fue
necesaria la adicién de base mediante una solucién de LiOH en la minima cantidad
de metanol caliente al inicio del proceso de sintesis para asegurar que el ligando
obtenido durante la ruta “one-pot” no precipite e impida su posterior reaccién con la

sal de cobre.

La adicion de la base, que se realiza en la relacion de un mol de ligando por dos
moles del hidroxido, facilita considerablemente la disolucién del ligando antes de la
adicion de la sal de cobre al generar la desprotonacién de los hidroxilos vecinos a la
imina. Estos dos oxigenos, en conjunto con los dos atomos de nitrégeno del enlace
C=N servirdn como dientes para capturar al cobre, y asi formar el complejo de

coordinacion.
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Figura 36. Estructura de CulL2

El producto obtenido fue un sélido de color marrén verdoso, el cual al igual que lo
observado con los ligandos, posee una solubilidad un poco mayor en etanol
comparado con CuL1l. Es debido a ello que, para ser aislado adecuadamente, debié
concentrarse la solucién madre, afiadirse agua fria para favorecer su precipitacion y
dejarse reposar durante una noche en la refrigeradora antes de su filtraciéon y lavado
con metanol y agua fria. Al igual que para el caso de CulLl, la tonalidad de este
complejo concuerda con el color de otros compuestos de coordinacién de cobre con

ligandos organicos similares. 3334

6.5.2. Caracterizacion

La caracterizacion de CuL2 se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja FTIR,
espectroscopia UV-VIS y espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS). Del
mismo modo que para CulLl, no se pudo realizar la caracterizacion por resonancia

magnética nuclear al ser un compuesto paramagnético.

6.5.2.1. Espectroscopia infrarroja

En la Figura 37 se muestra el espectro FTIR del complejo CuL2. Nuevamente, el
cambio mas importante que puede ser visualizado es el desplazamiento de la sefal
que corresponde al estiramiento del enlace C=N del grupo imina. En el complejo
CuL2 esta sefial aparece a los 1579 cm™, sufriendo un desplazamiento de 44 cm™
hacia menores niUmero de onda con respecto a la misma sefial en el ligando L2, en

el cual esta misma sefial aparecia a los 1623 cm™.
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Al igual que para el complejo CuL1l, la imina del ligando actia como un aceptor piy
se da una retrodonacién de densidad electrénica del metal hacia el nitrégeno. Esta
comparticion del nitrégeno entre ambos debilita notoriamente su interaccién con el
carbono, lo cual se comprueba claramente en el espectro FTIR segun lo mencionado

en el parrafo anterior.

Aligual que en el caso de CuL1l, las demas sefiales estan bastante conservadas con
respecto a las sefiales descritas para el ligando L2. Asi, las sefiales correspondientes
alos enlaces C=C de la estructura aromética no ha variado. Esta observacion es muy
importante debido a que demuestra que la estructura aromética del ligando no se ha
visto comprometida, que es lo que se busca. Se puede observar con mejor claridad
en la Figura 38.
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6.5.2.2. Espectroscopia UV-Visible

Se midieron y compararon los espectros UV-Visible del complejo CuL2 y de su
respectivo ligando, en metanol. En la Figura 39 se aprecia la superposicion de ambos
espectros de absorcion, dentro del rango de 190-490 nm. Al igual que con el primer
complejo, se tuvo dificultades en la preparacion de soluciones concentradas de CuL2,

por lo cual no se obtuvieron sefales en la zona del visible.

De este modo se pudieron identificar algunos cambios significativos entre ambas
curvas. El primero corresponde a un desplazamiento hipsocrémico, en el espectro
del complejo, ya que la sefial aparecia a 210 nm en el espectro del ligando, se
encuentra a 201 nm para el complejo. Otra caracteristica importante es que, al igual
gue lo observado para CulLl, la banda que aparece mas hacia la zona del visible, a

422 nm, no se aprecia en la curva de CuL2.
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Figura 39. Superposicion de espectros de UV-Visible de L2 y CuL2

67



6.5.2.3. Espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS)

En la Figura 40 se presenta el espectro de masas de alta resolucion (HRMS) obtenido
para el complejo CuL2. Este compuesto, con férmula CsH2sCuN2Os y de masa
exacta calculada 597.1086 g.mol-1 presenta una clara sefal a 596.1041 m/Z en el
modo negativo, que corresponde con gran exactitud a la sefial esperada del ion
molecular [M-H] de este compuesto. Adicionalmente, la sefial correspondiente al ion
molecular muestra el patrén isotopico esperado para el atomo de cobre, con una
sefial a 599.1074 m/Z que corresponde al compuesto formado con el is6topo Cu-65,
presente aproximadamente en un 30% de abundancia, comparado al 69% de

abundancia del compuesto con el is6topo Cu-63.

Al igual que con CulLl, la fragmentacion de CuL2 en el espectrometro de masas da
lugar a fragmentaciones propias del ligando, como son las sefiales a 255.0679 m/Z y
283 m/Z que corresponden al fragmento estilbeno con el grupo imina pero sin la
diamina que servia como puente y, al fragmento estilbeno con la cadena alifatica de

la diamina, respectivamente.

Se observa también que en el caso de CulL2 la intensidad de la sefial del ion
molecular es bastante alta, y no se visualizan impurezas de intensidad similar que
puedan estar contaminando el producto final. La exactitud de la sefial obtenida, el
patrén isotépico observado y su intensidad confirma la identidad del complejo CuL2.
Ademas, la semejanza en el patron de sefales obtenidas para CuL1 y CulL2 confirma

la similitud estructural de ambas moléculas.
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Figura 40. Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) de CuL2
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7. Conclusiones

A partir de la discusién de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este

trabajo se lleg6 a las siguientes conclusiones:

Se obtuvo exitosamente el intermediario |1 a partir de la formilacién del resveratrol
mediante la reaccion de Vilsmeier-Haack modificada. Este producto fue obtenido
con una elevada pureza a partir de una purificacion mediante columna
cromatogréfica, y con un rendimiento del 75%.

Se logré sintetizar los ligandos simétricos organicos L1 y L2 con rendimientos de
72% y 78%, respectivamente. Ambos compuestos fueron preparados a partir del
intermediario 11 mediante una reaccion de condensacion con dos distintas
diaminas para la formacién de bases de Schiff que presentan diferencias en la
longitud de la cadena alifatica que sirve de puente entre los dos grupos estilbeno.
Se logro sintetizar el compuesto de coordinacion de cobre CulL1l a partir del ligando
L1 mediante una reaccion de complejacion con un rendimiento del 72%.

Se logré sintetizar el compuesto de coordinacion de cobre CuL2 mediante una
reaccién de complejacion del tipo “one-pot” denominada reaccion template con un
rendimiento del 73%.

Tanto los ligandos L1 y L2 como los correspondientes complejos de cobre (Il):
CulLl y CuL2, fueron caracterizados por técnicas espectroscépicas y analiticas
como RMN, FTIR, UV-VIS y HRMS.

Se recomienda realizar estudios de estabilidad en solucién, mediante absorcion
UV-VIS y fluorescencia, de los compuestos de coordinacion obtenidos, asi como
ensayos de radiomarcado con cobre-64 y su caracterizacion mediante HPLC que
permitan comprobar la capacidad de formar estos complejos con el centro
marcado radiactivamente. Esta informacién aportaria luces acerca del potencial
radiofarmacéutico de los compuestos sintetizados.

Queda como objeto de estudio de trabajos posteriores el explorar la sintesis de
compuestos de coordinacion con ligandos derivados del estilbeno y con diferentes
grupos sustituyentes en los anillos aromaticos, los cuales podrian favorecer ciertas
propiedades de los complejos, como incrementar su solubilidad en solventes como

agua o metanol.
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Anexo |l: Espectro de RMN COSY(*H-'H) de I1 entre las regiones de 6.1-7.9 ppm
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Anexo lll. Espectro de ESI-MS em modo positivo de |11

1.5x10°
257,172

1.0x10°
=
[75]
-
9
£

5.0x10°

0ol | | ) W\MMWMM
100 200

300 400

m/Z

76



Anexo |V: Espectro de RMN COSY(*H-'H) de L1 (en DMSO-d6)
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Anexo V: Superposicion de espectros de FTIRde L1y L2
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Anexo VI: Espectro de RMN COSY(*H-'H) de L2 (en DMSO-d6)
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Anexo VII: Espectro de RMN HSQC(*H-'*C) de L2 (en DMSO-d6)
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Anexo VIII: Imagenes del proceso experimental de sintesis

Sintesis de 11

Schlenk de reaccion de I11: (a) formilacion, (b) hidrdlisis

Sintesis de Ligandos L1y L2

Schlenk de reaccién de 11: (a) formilacion, (b) hidrdlisis
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Sintesis de compuestos de coordinacion CulLly CulL2

Secado al vacio de productos obtenidos, en la Figura se muestra al
ligando L2 (izquierda) y al complejo CuL2 (derecha)
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