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Resumen

La tomografia por emision de positrones es una técnica de diagndstico empleada para la
deteccion del Alzheimer mediante el uso de distintos agentes de contraste, los cuales
emplean los radioisdtopos de carbono-11 y fltior-18. Dichos radioisétopos presentan
tiempos de vida media muy cortos, lo cual presenta una desventaja al momento de realizar

los examenes PET.

Por ello, para solucionar esta problematica se propone el uso de otros nucleos que posean
tiempos de vida media mayores, dentro de los cuales destaca el cobre-64. Se plantea el
desarrollo de nuevos complejos de coordinacion de cobre, los cuales posean
caracteristicas estructurales para su posible estudio como agentes de contraste PET en la
deteccion del Alzheimer por medio de la identificacion de agregados B-amiloides, unos
biomarcadores peptidicos ubicados en el cerebro que son fundamentales en la deteccion

prematura de la enfermedad.

En el presente trabajo de investigacion se muestra la sintesis de un complejo de
coordinacién de cobre (II) con un ligando tetradentado derivado del resveratrol mediante
una ruta sintética de seis etapas. Las primeras cinco se enfocaron en la formacion de un
ligando orgénico tretradentado a partir de un intermediario formilado del resveratrol, una
diamina y salicilaldehido. Por otro lado, la etapa final consistid en una reaccion de
complejamiento entre el ligando organico y una sal de cobre para formar el complejo de
coordinacion final. El rendimiento general de toda la ruta sintética fue de

aproximadamente el 14%.

Asimismo, también se presenta la caracterizacion del complejo, del ligando y de sus
respectivos intermediarios a través de las técnicas de espectroscopia FTIR, UV-Vis,

resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas de alta resolucion.
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Lista de abreviaturas

AD Alzheimer
APOE Apolipoproteina

APP Proteina precursora de amiloides
AP B-amiloide
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Boc tert-butiloxicarbonilo
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COSY Espectroscopia de correlacion
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HSQC Espectroscopia de correlacion heteronuclear cuantica simple

NEt; Trietilamina

PET Tomografia por emision de positrones
RMN Resonancia magnética nuclear

ROS Especies reactivas de oxigeno

t12 Tiempo de vida media
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1. Marco tedrico

1.1.  Laenfermedad del Alzheimer

El Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa, la cual se caracteriza por
sintomas como la pérdida de memoria, el declive cognitivo, la pérdida de coordinacion y,
como ultima etapa, la muerte. Esta enfermedad es la forma de demencia mas comun a
nivel mundial y, por lo general, afecta a adultos mayores de 60 afios.! El proceso
neurodegenerativo se divide en diferentes etapas caracterizadas por una muerte neuronal
progresiva que lleva al paciente a experimentar distintos sintomas de demencia,

dependiendo del grado de desarrollo de la enfermedad.?

El proceso neurodegenerativo del AD demora muchos afios en desarrollar y se divide en
tres etapas principales: etapa preclinica, etapa prodromica y etapa de demencia.>* La
etapa preclinica se caracteriza por sintomas muy esporadicos de pérdida de memoria que
pueden confundirse con el proceso natural de envejecimiento, en esta fase el paciente
puede realizar actividades cotidianas como cocinar o manejar de forma independiente, ya
que no se muestran problemas de coordinacion motora. En la etapa prodromica los
episodios de pérdida de memoria se vuelven mas frecuentes y son acompafiados de
dificultades en la toma de decisiones y la resolucion de problemas; asimismo, el paciente
empieza a tener dificultades para realizar actividades bésicas. En la fase de demencia, la
pérdida de memoria, la dificultad para hablar y la incapacidad para retener informacion
se vuelven problemas muy recurrentes. De igual manera, el paciente presenta problemas
graves relacionados a la toma de decisiones y la capacidad de planificacion: el paciente
es incapaz de realizar cualquier actividad basica como vestirse, banarse o comer de forma

independiente y; también, presenta un comportamiento apético, depresivo e irritable.*



En general, se afirma que el sintoma principal del AD es el declive cognitivo, producido
por la muerte neuronal, que culmina en la pérdida total de independencia del paciente y

en su incapacidad para realizar actividades basicas como vestirse o bafiarse.*

Actualmente, se propone que la edad, la obesidad, la genética, las condiciones
ambientales y la dishomeostasis de metales esenciales son factores que podrian estar
relacionados al desencadenamiento del AD."? Sin embargo, no se sabe con exactitud
como influyen dichos factores en el avance de la enfermedad.! En general, el mecanismo
patogénico y las causas que contribuyen al desarrollo del AD actualmente son
desconocidos, lo cual genera que los tratamientos estén enfocados en aliviar los sintomas
mas no en curar la enfermedad.!? Por ello, es crucial diagnosticar la enfermedad en una
etapa prematura, para asi proveer al paciente de un tratamiento preventivo que evite el

desarrollo y avance neurodegenerativo.

1.2.  Placas f-amiloides como biomarcadores del Alzheimer

Una de las caracteristicas patologicas mas relevantes de la enfermedad del Alzheimer es
la presencia de solidificaciones peptidicas distribuidas en el tejido cerebral del paciente
conocidas como placas o agregados AP. Dichas solidificaciones estan principalmente
constituidas por el péptido B-amiloide (AB), un compuesto que posee distintas formas
1somorficas de 39 a 42 residuos producidas a partir de la degradacion de la proteina
precursora de amiloides (APP).!? Se propone que en el AD existen factores de riesgo, los
cuales provocan que la concentracion de AP aumente drasticamente hasta exceder un
limite de solubilidad, generando la formacion de agregados sélidos (Figura 1).? Sin
embargo, el mecanismo de formacion de estos agregados y los factores exactos que

contribuyen a la deposicion peptidica no son conocidos en su totalidad.!



Figura 1: Esquema representativo de la formacién de agregados AB. En a) se observa un aumento de la
concentracion de péptidos AB; en b) se aprecian los péptidos interaccionando de forma paralela (i) o
antiparalela (ii); y en c) y d) se observa la formacion de solidificaciones peptidicas més grandes que
eventualmente se convierten en agregados solidos (Adaptado de la referencia 2).2

Actualmente, existen dos hipotesis que tratan de explicar el proceso de formacion de los

agregados AP y las causas que podrian influir en el desarrollo del AD. Estas son la

hipdtesis de la cascada amiloide y la hipotesis del estrés oxidativo.

La hipotesis de la cascada amiloide propone que la formacién de agregados AP es el
primer evento patogénico de la enfermedad y que, ademas, es la causa principal del
proceso neurodegenerativo.>”’ En el AD , el ciclo de produccion y eliminacion de los
péptidos AP se encuentra alterado, provocando su acumulacion y la formacion de placas
AP en el tejido cerebral.® Se sugiere que dafios genéticos en proteinas como la APP y la
Apolipoproteina (APOE) podrian contribuir al proceso acumulativo de las placas AB.%
La APP es una biomolécula cuya degradacion produce los péptidos AP, por ello,
mutaciones en dicha proteina pueden acelerar el proceso de degradacién y promover la
acumulacion de estos péptidos.® Por otro lado, APOE es una macromolécula encargada
de limpiar el exceso de péptidos AP, pero una de sus formas isomorficas, la APOE &4, es

incapaz de cumplir con esta funcién de limpieza y contribuye al proceso acumulativo.®’



Por otro lado, la hipotesis del estrés oxidativo plantea que el exceso de especies reactivas
de oxigeno (ROS) contribuye a la muerte neuronal y al declive cognitivo. El estrés
oxidativo se define como el desbalance de compuestos ROS en un organismo,>® de los
cuales resaltan los superoxidos, los peréxidos y los radicales hidroxilos.! El exceso de
ROS puede generar mutaciones en las biomoléculas cercanas, provocando que no
cumplan sus funciones de forma ideal.? El cerebro es un 6rgano muy susceptible al dafio
oxidativo debido a que consume 20% del oxigeno del cuerpo,’ por ello, se sugiere que el
estrés oxidativo podria contribuir al proceso acumulativo de péptidos AP y a la muerte

neuronal.

La teoria del estrés oxidativo también plantea que la dishomeostasis de metales esenciales
como el Fe y el Cu contribuye a la produccion de compuestos ROS, principalmente, por

medio de la reacciéon de Fenton (Reaccion 1).19-12
M™.L + H,0, & M*®D.L + -OH + OH" (Reaccion 1)

De igual manera, se sugiere que el APP y los péptidos AP son capaces de complejar los
nucleos de Fe y Cu, provocando que dichas biomoléculas sean directamente afectadas por
la produccién de compuestos ROS mediante la reacciéon de Fenton.''™!* En consecuencia,
el dafio oxidativo ocasionado aceleraria el proceso degenerativo y la formacion de
solidificaciones peptidicas.!! Por otro lado, otro metal esencial involucrado en el proceso
neurodegenerativo es el Zn, el cual esta presente en la estructura de muchas biomoléculas
antioxidantes como las metalotioneinas y las superéxido dismutasas.! Por ende, un déficit
de Zn en el organismo contribuye a un mal funcionamiento de las proteinas antioxidantes,

generando un exceso de ROS en el individuo afectado.'*

Si bien las teorias de la cascada amiloide y el estrés oxidativo ayudan a comprender los

factores que influyen en la formacion de agregados AP, todavia hace falta evidencia



experimental que ayude a establecer el mecanismo exacto por el cual se forman las
solidificaciones peptidicas. Asimismo, se establece que la deposicion de agregados AP
mantiene una relacion con el desarrollo de la enfermedad del Alzheimer. Por ello, muchos
autores proponen que a partir de la identificacion de los agregados A seria posible dar

un diagndstico de la enfermedad.!'>!¢

1.3. Tomografia por emision de positrones como técnica de diagndstico por
imagen
Actualmente, existen distintas técnicas utilizadas en el diagndstico del Alzheimer que se
enfocan en generar una imagen cerebral en la cual sea posible distinguir las zonas
damnificadas por la deposicion de agregados AP.!"!8 Los métodos empleados para la
recopilacion de imagenes cerebrales se denominan técnicas de diagndstico por imagen y
una de las mas importantes en el diagndstico del AD es la tomografia por emision de

positrones (PET).

La técnica de imagen PET permite recopilar una imagen del cerebro en la cual es posible
estudiar las zonas dafiadas por la deposicion peptidica.!” Para ello, es necesario el uso de
agentes de contraste: compuestos que generan una mejora en la calidad de la imagen
adquirida y permiten resaltar las zonas del tejido de interés. En este caso, el objetivo es
utilizar agentes de contraste que permitan la identificacion de agregados AP en las

imagenes de diagndstico.!”

Los agentes de contraste aplicados en PET son moléculas marcadas con isétopos
radioactivos que se descomponen por emision de positrones. En esta técnica, el paciente
recibe de forma intravenosa un radiofdirmaco que se distribuye mediante el sistema
sanguineo hasta ser asimilado por el cerebro. Posteriormente, la molécula de contraste

interactia con las zonas de alta concentracion de agregados AP. Luego, el radiontclido



decae por medio de emision de positrones que, al entrar en contacto con electrones,
generan dos fotones de 511 keV.!” Dichos fotones son detectados por sensores de
centelleo y permiten la reconstruccion de la imagen cerebral. Naturalmente, las zonas de
mayor densidad de sefial corresponderan a las secciones con mayor concentracion de
agregados AP, debido a la afinidad que los agentes de contraste presentan por los péptidos

mencionados (Figura 2).!”

Figura 2: Esquema de una prueba de diagndstico PET. En a) se observa la recopilacion de una imagen
cerebral de un paciente y en b) se aprecia la imagen adquirida (Adaptado de la referencia 17 y 19).1":1°

Actualmente, los radiofarmacos comerciales utilizados para este fin estdn marcados con

los isétopos de ''C y 18F,2°

aunque, muchos autores plantean la sintesis de nuevos agentes
de contraste que implementen el uso de otros niicleos. De entre estas propuestas, el **Cu

es uno de los radioisdtopos mas investigados debido a las propiedades que presenta, las

cuales seran expuestas en el capitulo 1.3.2.

1.3.1. C-11y F-18 como agentes de diagnostico PET

Los agentes de contraste de ''C y '®F son muy utilizados en el diagnéstico del Alzheimer
por PET.?° Estos compuestos son sintetizados haciendo uso de un ciclotrén médico; un
acelerador de particulas utilizado para la preparacion del radionuclido de interés. Después

de producir los radiocompuestos, estos son administrados por via intravenosa al paciente



hasta ser asimilados por el cerebro e interactuar con las zonas de alta concentracion de

agregados.!”

Los agentes de diagndstico interactian con los agregados AP por medio de interacciones
del tipo -7 en la zona hidrofobica de los péptidos.?' Para ello, es necesario el uso de
grupos funcionales como el estilbeno o el benzotiazol en la estructura de las moléculas,
ya que dichos grupos son capaces de interactuar muy favorablemente con los agregados
AP.2! En la Figura 3, se observan las estructuras moleculares del compuesto de Pittsburgh,
del Flutemetamol y del Florbetaben, los cuales son agentes de contraste que integran los
grupos funcionales mencionados y son capaces de identificar las zonas de alta

concentracion de placas AP en el tejido cerebral de pacientes de Alzheimer.!”

F18
HO, s HO, s j
>—<: :)—NH NH
\©:N/ 1}CH3 \C[N/ \CH3

Compuesto de Pittsburgh Flutemetamol

O W W W e T

O h
H,C
d \NH

Figura 3: Agentes de contraste del Alzheimer marcados con !C y 8F,

Florbetaben

Si bien los radiofarmacos de ''C y '8F son capaces de identificar las placas A por medio
de PET, ambos radiois6topos poseen tiempos de vida media (ti2) muy cortos, de 20.4 y
109.7 minutos, respectivamente.>! Estos valores indican que los radiontclidos decaen
muy rapidamente y, por ello, las pruebas de diagndstico se deben realizar de forma muy

acelerada. De igual manera, los agentes de contraste deben ser sintetizados en los mismos



centros de salud en donde se realicen los examenes para evitar que la desintegracion de
los nucleos afecte la efectividad de los agentes de diagnostico. Lamentablemente, no
muchos hospitales cuentan con la tecnologia necesaria para realizar dichas sintesis, lo
cual limita a que los exdmenes sean realizados en muy pocos centros de salud. Por ello,
muchos autores proponen el uso de nuevos radiois6topos con ti» mayores para la sintesis
de nuevos agentes de contraste. Dentro de varias propuestas, el **Cu es una de las mas

prometedoras principalmente porque mantiene un ti mayor al del C-11 y el F-18.

1.3.2. Cu-64 como agente de diagnostico PET en investigacion

El cobre es un metal de nimero atomico 29 que presenta diferentes especies isotopicas,
de las cuales resalta el **Cu. Dicho radioisotopo se descompone por medio de emision de
positrones con un ti2 de 12.7 horas.!> Actualmente, muchos proyectos tienen como
objetivo implementar al ®**Cu en el desarrollo de nuevos complejos de coordinacion que
actien como agentes de contraste para el diagnostico del Alzheimer por PET, con el

objetivo de solucionar el problema de degradacion rapida del ''C y '8F.15:1621-24

Los compuestos de %*Cu deben poseer caracteristicas estructurales que cumplan diversas
funciones en el complejo resultante. En primer lugar, la estructura debe poseer un grupo
quelante del Cu(II), con el objetivo de que el radiontclido se mantenga siempre integrado
a la estructura del complejo. En segundo lugar, es necesaria la presencia de un grupo afin
a las estructuras AP, con el objetivo de interactuar selectivamente con las zonas de alta
concentracion de péptidos APB. Finalmente, es necesario que el complejo tenga una
estructura capaz de ser asimilada por el cerebro, ya que dicho 6rgano se encuentra
protegido por la barrera hematoencefalica (BBB), la cual es una barrera protectora muy
selectiva respecto al tamafio y la lipofilicidad de las moléculas que deja ingresar. Por ello,
muchos agentes de contraste necesitan incorporar ciertos sustituyentes en sus estructuras

que les permitan adoptar un tamafio y lipofilicidad adecuados para atravesar la BBB.

8



En la Figura 4, se observan cinco estructuras moleculares de complejos de cobre
desarrollados para su uso en el diagnostico del Alzheimer por PET. Las moléculas son
derivados del compuesto Cu(atsm), el cual estd en investigacion para su uso en el
diagnostico PET de tumores de cuello y cabeza, ya que presenta resultados prometedores
en la produccion de imagenes de diagnostico.?! Por ello, los autores Mclnnes y Noor
modificaron la estructura base del Cu(atsm) en cinco nuevas estructuras moleculares

adaptadas para diagnosticar el AD por PET.!>:1¢

Figura 4: Estructuras moleculares de los compuestos de cobre en investigacion.>16

El uso del ligando atsm en CuL!* permite mantener quelado y estable al ion Cu(II),
evitando que se separe de la estructura de la molécula.'>!® Por otro lado, las moléculas
CuL*Y5 presentan la mejor afinidad por los agregados A. Esto fue demostrado mediante
examenes in vitro, en los cuales se tratd tejido cerebral con altas concentraciones de
agregados AP con los compuestos Cul*?Y 3 y se identifico la tendencia de dichas
moléculas a interaccionar con las zonas afectadas por las placas AB.' Asimismo, se
determind que los compuestos CuL? ¥ 4 poseian una mayor facilidad para atravesar la

BBB y ser asimilados por el cerebro.!>!¢



En general, se observa que las distintas caracteristicas estructurales de las moléculas
afectan su estabilidad, su afinidad por los agregados AP y su permeabilidad a través de la
BBB. Lo que se busca es sintetizar compuestos de cobre estables con estructuras capaces
de atravesar la BBB e identificar las zonas de alta concentracion de péptidos AP, siendo
la permeabilidad de la BBB la propiedad més dificil de conseguir debido a la alta

selectividad de dicha barrera.
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2. Disefo del complejo de coordinacion de cobre

Para contribuir con lo presentado en la seccidon anterior, este trabajo de investigacion
propone la sintesis y caracterizacion de un nuevo complejo de coordinacion de cobre, el
cual posea caracteristicas estructurales de interés para su posible estudio en el diagnostico
del AD. En la Figura 5 se observa la estructura de la molécula propuesta, denominada
como CuL. Dicha molécula posee distintos arreglos estructurales que buscan cumplir tres
aspectos fundamentales: el complejamiento del Cu(Il), la identificacion de las placas AP

y la permeabilidad a través de la BBB.

RS

OH

Figura 5: Estructura del compuesto propuesto CulL

Es de vital importancia que el ligando resultante compleje al Cu(Il) y lo mantenga lo mas
inerte posible, debido a que en el plasma sanguineo existen proteinas como la
ceruloplasmina y la albimina, capaces de interactuar con el niicleo metalico y romper la
estructura del complejo, evitando que este cumpla su rol de diagnoéstico. Por ello, se
escogid que la molécula CuL posea un ligando tetradentado con dos oxigenos y dos
nitrégenos que, al reaccionar con un 4cido intermedio como el Cu(Il), actien como
donadores de electrones y permiten la formacion de un complejo termodindmica y

cinéticamente estable en presencia de dichas proteinas.?®
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Otra caracteristica importante en el disefio de este complejo es su afinidad por las placas
AP que se consigue mediante el uso de estructuras aromaticas como el estilbeno. Dicha
estructura mantiene interacciones del tipo -m con la zona hidrofobica de los péptidos AP,
lo cual permite una identificacion selectiva frente a otras biomoléculas.?! Por ello, en la
estructura de CulL se quiso integrar la presencia del resveratrol (Figura 6), un derivado
del estilbeno, que posee propiedades medicinales relacionadas a su alta capacidad
antioxidante.?® Se propone que el uso del resveratrol en el complejo podria permitir que
la molécula CuL sea selectiva de los agregados AP permitiendo su identificacion en una

imagen de diagnostico PET.

OH
o N

OH

Figura 6: Estructura molecular del resveratrol.

De igual manera, es fundamental que el complejo resultante pueda atravesar exitosamente
la BBB y para ello es importante tomar en cuenta ciertos aspectos clave. En primer lugar,
la masa del compuesto final debe ser menor a los 600 Da, ya que por debajo de este rango
se obtiene una lipofilicidad adecuada que facilita la asimilacién cerebral.?’” Asimismo, se
postula que los compuestos neutros tienen mayor facilidad para traspasar la BBB, por ello
se busca que la carga positiva del Cu(II) se anule con la carga negativa de L2 para generar

un compuesto de carga neutra.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion, se han sintetizado un ntimero de
complejos de coordinacion de Cu(Il) derivados del estilbeno para su estudio como agentes
de contraste en la enfermedad del Alzheimer (Figura 7). La estructura de dichos
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complejos se caracteriza por tener dos grupos de estilbenos que coordinan alrededor del
niicleo metalico, generando un complejo de cobre simétrico.?®* La presencia de dos
grupos estilbeno podria generar que los complejos sean muy selectivos de las placas AP,
pero también generaria estructuras moleculares relativamente grandes con masas mayores
alos 600 Da lo que podria dificultar la asimilacion cerebral. Por ello, es de interés en esta
tesis sintetizar un nuevo complejo de coordinacion asimétrico que posea solo un derivado
del estilbeno, ya que dicho cambio estructural generaria una estructura significativamente
mas pequena a sus predecesores simétricos, lo que permitiria mantener la afinidad por las

placas AP y mejorar la permeabilidad cerebral.

HO

CH,

n=2, R'=H
n=3, R'=H
n= 3, R'=0(CH,),

Figura 7: Complejos de coordinacion simétricos derivados del estilbeno.

La ruta sintética del complejo CuL propuesto se muestra en el esquema de sintesis de la

Figura 8. Los primeros cinco pasos se enfocan en la sintesis de un ligando orgéanico

asimétrico que integre la estructura de un estilbeno y que posea cuatro puntos de



coordinacion. Por otro lado, la etapa final se centra en la sintesis del complejo de

coordinacién de cobre (II).

La primera etapa consiste en la proteccion del 1,3-diaminopropano con el reactivo
dicarbonato de di-tert-butilo (Boc2O) para la obtencion del intermediario A, dicha
reaccion consiste en la proteccion de uno de los grupos amino del 1,3-diaminopropano
con el reactivo Boc,O, para que asi el grupo amino libre pueda reaccionar en las etapas
posteriores para la formacion del ligando asimétrico.’*** En la segunda etapa, el
intermediario A reacciona con un aldehido fendélico mediante una reacciéon de adicion
nucleofilica para formar un enlace imina, que luego es reducido con NaBH4 para generar
al intermediario B. La reduccion del enlace imina es fundamental para generar un enlace
C-N que soporte las condiciones 4cidas de la siguiente reaccion.>*** En la tercera etapa,
la molécula B reacciona con HCl mediante una reaccion de desproteccion para remover
el grupo protector Boc y producir el intermediario C con un rendimiento practicamente
cuantitativo.**3® La cuarta etapa, la sintesis del intermediario D, consiste en la formilacion
de uno de los anillos aromaticos del reactivo de resveratrol por medio de una adaptacion
de la reaccion de Vilsmeier-Haack con cloruro de oxalilo.?®*? El intermediario D es un
derivado del resveratrol con una estructura analoga a la del estilbeno que podria presentar
cierta selectividad por los agregados AP, por ello se busca introducir dicho intermediario
en la estructura del ligando L. En la quinta etapa, la molécula C es neutralizada con
trietilamina y reacciona con el intermediario D por medio de una reaccion de adicion
nucleofilica para generar el ligando asimétrico L, el cual es un ligando nuevo no reportado
en la literatura que mantiene un grupo estilbeno y tiene una estructura significativamente
menor a sus predecesores simétricos, lo que podria generar mejoras en la asimilacion
cerebral del complejo de coordinacion CuL. Finalmente, en la ultima etapa el ligando L

reacciona con acetato de cobre monohidratado mediante una reaccion de complejamiento
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en la cual se forma el complejo CuL.?%*° Mas adelante, en el capitulo 5, se detallara més

acerca de la sintesis de cada intermediario con su respectiva caracterizacion.

A CH,

o
Boc,0, CHCI, /[LH30
/\/\
HNT ", — HoN NH ~07 CH,

20 horas
T=25°C

MeOH, 5 horas,
T=70°C
2) NaBH,, T=25°C
2 horas

C B
(¢} CH
JEe
HCI, EtOH
NH/\/\NHZ-ZHCI 2 horas, T= 25°C NH/\/\NH o CH,

OH
D OH
o _H OH
o LM
® o

OH

EtOH, N(Et),
T=80°C, 24 horas

Cu(OAc), m

L MeOH, NaOH N
T=80°C, 3 horas
R ——
OH HO OH
D
OH 0 H OH
1) ACN, DMF
HO 2) (COCl),, T=0°C
= 3)H,0, T=50°C HO N
—_—
18 horas
OH OH

Figura 8: Esquema de sintesis del complejo CuL.
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3. Objetivos

3.1.  Objetivo general

Disefiar, sintetizar y caracterizar un complejo de coordinacion de Cu(Il) asimétrico
derivado del estilbeno que pueda ser estudiado como agente de diagnostico PET para la

enfermedad del Alzheimer.

3.2.  Objetivos especificos

e Sintetizar un ligando de coordinacion asimétrico derivado del estilbeno que pueda
actuar como un ligando tetradentado de Cu(Il).

e Caracterizar el ligando asimétrico de Cu(II) derivado del estilbeno por medio de
las técnicas de UV-Vis, FTIR, RMN ('H, 13C, COSY, HSQC) y HRMS.

e Sintetizar un complejo de coordinaciéon de Cu(Il) asimétrico derivado del
estilbeno con posible aplicacion para el diagndstico del Alzheimer por PET.

e Caracterizar el complejo asimétrico de Cu(II) derivado del estilbeno por medio de

las técnicas de UV-Vis, FTIR y HRMS.
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4. Parte experimental
4.1.  Equipos y reactivos

4.1.1. Equipos

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron obtenidos en el espectrometro
Bruker Ascend de 500 MHz del Centro de Espectroscopia Magnética Nuclear de la
seccion quimica en la Pontificia Universidad Catélica del Peru (PUCP). Los espectros

fueron analizados en el software Bruker TopSpin 4.1.4.

Los espectros FTIR fueron obtenidos en el espectrofotometro Perkin Elmer Frontier
MIR/NIR de la seccién quimica en la PUCP en un intervalo de 400 a 4000 cm™ por
reflectancia total atenuada (ATR). Los espectros fueron analizados en el software

PerkinElmer Spectrum version 10.4.3.339.

Los espectros de masas de alta resolucion fueron adquiridos en un espectrometro JEOL
AccuTOF GCv 4G con ionizador por desorcion de campo (FDI) y analizador de tiempo
de vuelo (TOF) en el Departamento de Quimica de la Universidad Saskatchewan en
Canadé. Asimismo, los espectros de masas de media resolucion fueron recopilados por
un espectrometro de masas esquire 6000 de Bruker con ionizacion por electrospray (ESI)

en la seccion de quimica de la PUCP.

Los espectros UV-Vis fueron recopilados en un espectrofotometro de haz simple modelo

Agilent 8453E ubicado en la seccion quimica de la PUCP.

4.1.2. Reactivos

e 1,3-diaminopropano de Merck al 99%
e Dicarbonato de di-tert-butilo de Sigma Aldrich al 99%

e C(Cloruro de sodio industrial J.T Baker al 99%
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e Sulfato de sodio anhidro de Scharlau al 99%

e Salicilaldehido de Merck al 99%

« Borohidruro de sodio de Sigma Aldrich al 98%

. Bicarbonato de sodio de Scharlau al 99%

e Acido clorhidrico de J.T Baker al 37%

e Resveratrol de J&W Pharmlab al 96%

e N,N-dimetilformamida de Sigma Aldrich grado p.a
e Cloruro de oxalilo de Sigma Aldrich al 97%

e Trietilamina de Merck al 99%

e Hidroxido de sodio de Merck al 99%

e Acetato de cobre monohidratado de Merck al 99%
e Silica gel de 60 (0.063-0200 mm) de Merck para columna cromatografica

e Tamices moleculares de Sigma Aldrich de 4 A 8-12 Mesh
Solventes:

e Cloroformo de Riedel-de-haen al 99.4%
e Metanol de J.T Baker al 99.8%

e Acetato de etilo de J.T Baker al 99.9%
e Etanol de J.T Baker al 99.5%

e Hexano de J.T Baker al 99.9%

e Acetonitrilo de J.T Baker al 99.9%
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4.2.  Metodologia

4.2.1. Sintesis de A

En un balon de 100 mL se agregan 5 mL de 1,3-diaminopropano en exceso (0.059 mol)
junto con 20 mL de cloroformo, la mezcla se agita y se coloca en un bafio de hielo a 0 °C.
Luego, se disuelven 400 puL de Boc,O (1.741 mmol) en 10 mL de cloroformo y se agrega
a la primera soluciéon muy lentamente. La mezcla se deja reaccionar bajo agitacion
magnética y a temperatura ambiente durante 20 horas. Después, se agregan 20 mL de
salmuera y se agita hasta observar la formacion de dos fases traslucidas. La fase organica
es extraida en una pera de separacion y se lava con una solucion de salmuera (3 x 20 mL),
luego la fase de cloroformo es secada con Na>SOg anhidro, filtrada y rotaevaporada hasta

obtener un so6lido de color blanco. Rendimiento: 95% respecto del reactivo Boc,O.

TH-RMN (500 MHz, CDCl3-d1): 1.412 ppm (9H, s, He); 1.589 ppm (2H, m, H3, 6.73
Hz); 2.737 ppm (2H, t, H», 6.76 Hz); 3.184 ppm (2H, m, H4, 5.98 Hz); 4.919 ppm (1H, s,

Hs).

3C-RMN (125 MHz, CDCls-d1): 28.370 ppm (3C, C4); 33.266 ppm (1C, C1); 38.331

ppm (1C, C1); 39.545 ppm (1C, C1); 79.032 ppm (1C, C3); 156.119 ppm (1C, Cs).
FD-(+)-ESI-MS, (m/z, [asign]): 175.2 [M+H]" (CsH1oN,0,"; PM: 175.1441 g/mol).

FTIR: 3363.98 cm™ (vn-n); 2941.61 cm™! (vep alifaticos); 1682.34 cm™ (vc—o); 1586.79

cm™ (Snen); 1168.71 ecm™! (ven).

Figura 9: Estructuras enumeradas de protén y carbono de A.
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4.2.2. Sintesis de B

Se colocan 300 mg de A (1.722 mmol) en un balén de 100 mL y se disuelven en 20 mL
de metanol seco; luego, se agregan 180 pL de salicilaldehido (1.720 mmol) y se deja
reaccionar bajo agitacion magnética durante 5 horas en reflujo hasta obtener una mezcla
color amarillo intenso. Posteriormente, la mezcla se deja enfriar a temperatura ambiente,
se le afiaden 260 mg (6.887 mmol) de NaBH4 y se deja reaccionar por 2 horas mas a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reaccion se agregan 20 mL de una solucion
de NaHCO:s al 5% y se realiza una extraccion por pera con acetato de etilo (3 x 20 mL),
luego se lava la fase organica con una solucion de salmuera (2 x 20 mL), se seca con
Na»SO4 anhidro, se filtra y se rotaevapora hasta obtener un aceite color amarillo palido.

Rendimiento: 90%.

TH-RMN (500 MHz, CDCls-d1): 1.418 ppm (9H, s, Hi2); 1.693 ppm (2H, m, Ho,
6.70 Hz); 2.678 ppm (2H, t, Hg, 6.70 Hz); 3.182 ppm (2H, m, Hio, 6.22 Hz); 3.971 ppm
(1H, s, He); 4.615 ppm (1H, s, Hi1); 6.753 ppm (1H, t, Hs, 7.42 Hz); 6.806 ppm (1H, d,

Ha, 7.90 Hz); 6.962 ppm (1H, d, Hs, 7.42 Hz), 7.143 ppm (1H, t, H3, 7.66 Hz).

BC.RMN (125 MHz, CDCl-d1): 28331 ppm (3C, Ci2); 29.987 ppm (1C, Co);
37.834 ppm (1C, C10); 45.318 ppm (1C, Cy); 52.507 ppm (1C, C7); 79.354 ppm (1C, C13);
116.313 ppm (1C, C2); 118.960 ppm (1C, Ca); 122.284 ppm (1C, Cs), 128.330 ppm (1C,

Cs): 128.653 ppm (1C, C3); 156.204 ppm (1C, C11); 158.177 ppm (1C, C)).
FD-(+)-ESI-MS, (m/z, [asign]): 281.2 [M+H]" (C15H2sN>05"; PM: 281.1860 g/mol).

FTIR: 3320.58 cm™! (vnn y vo-n); 3053.20 cm™! (ven aromaticos); 2976.15 ecm™ (ven
alifaticos); 2932.31 cm™ (vcn alifaticos); 1687.04 cm™ (ve—0); 1511.84 cm™ (vec

aromaticos); 1457.40 cm™ (vc.c aromaticos); 1251.72 ecm™ (ven); 1165.12 em™ (ven).
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Figura 10: Estructuras enumeradas de proton y carbono de B.

4.2.3. Sintesis de C

Se colocan 200 mg de B (0.714 mmol) en un balon de 100 mL y se disuelven en 20 mL
de etanol, después se afiaden 3 mL de HCI cc (36.0 mmol) y se deja reaccionar bajo
agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente. Al finalizar la reaccion se
rotaevaporan los solventes a sequedad hasta obtener un liquido viscoso color rojo oscuro.

Rendimiento: 99%.

TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds¢): 2.031 ppm (2H, t, H3, 6.50, 7.00 Hz); 2.880 ppm (2H,
d, Hz, 5.17 Hz); 2.986 ppm (2H, s, Hs); 4.030 ppm (2H, s, He); 6.824 ppm (1H, t, Hs,
7.18 Hz); 6.989 ppm (1H, d, Hio, 8.04 Hz); 7.217 ppm (1H, t, Ho, 6.89 Hz); 7.426 ppm
(1H, d, H7, 6.61 Hz); 8.223 ppm (3H, s, Hi), 9.220 ppm (2H, s, Hs); 10.282 ppm (1H, s,

Hu).

BC-RMN (125 MHz, DMSO-d¢): 23.517 ppm (1C, Cz); 36.109 ppm (1C, C));
43.677 ppm (1C, Cs); 44.911 ppm (1C, Cs); 115.475 ppm (1C, Co); 118.025 ppm (1C,
Cs); 118.998 ppm (1C, C7): 130.348 ppm (1C, Cs); 131.622 ppm (1C, Cs): 156.060 ppm

(1C, Co).
FD-(+)-HR-MS, (m/z, [asign]): 181.1392 [M+H]" (Ci0Hi17N2O"; PM: 181.1335 g/mol).

FTIR: 3395.60 cm™ (vo-n); 2952.33 cm™ (vw'n); 2904.59 cm™ (vw'n); 2797.28 cm’

(WWn); 2761.87 cm™ (vw'n); 2070.18 cm™ (vw'n); 1615.13 ecm™ (8x*.n); 1597.84 cm’!
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(ON"n); 1584.21 ecm™ (8n"m); 1492.16 cm™ (vcc aromaticos); 1397.95 cm™ (vec

aromaticos).

Figura 11: Estructuras enumeradas de proton y carbono de C.

4.2.4. Sintesis de D

Se colocan 200 mg (0.876 mmol) de resveratrol en un matraz Schlenk de 80 mL con un
iman agitador, luego, se purga con N> dos veces y se agregan 25 mL de acetonitrilo
previamente destilado junto con 0.6 mL (7.75 mmol) de DMF gota a gota. Después, se
agita durante 15 minutos hasta obtener una solucién color beige. En este punto, se coloca
el Schlenk en un bafio de hielo con sal a, aproximadamente, -10 °C y haciendo uso de una
jeringa se agregan 0.2 mL (2.33 mmol) de cloruro de oxalilo muy lentamente. Al terminar
la adicion, se retira el bafo de hielo y se deja reaccionar por 5 horas. Posteriormente, se
agregan 15 mL de agua desionizada fria al Schlenk y se deja reaccionar por un minimo
de 12 horas a 50 °C. Se extrae el producto con acetato de etilo (3 x 20 mL) por medio de
una separacion por pera y luego se lava la fase organica con agua desionizada (2 x 20 mL)
y con una solucidn de salmuera (1 x 20 mL). Se seca la fase organica con NaxSO4 anhidro,
se filtra en un baléon de 250 mL y se rotaevapora. El producto final puede ser purificado
por recristalizacion mediante un sistema metanol y agua, o también separado por columna
cromatografica de silica gel con una fase modvil de acetato de etilo y hexano 3:7.

Rendimiento: 50%.

TH-RMN (500 MHz, DMSO-de): 6.208 ppm (1H, d, Hs, 2.19 Hz); 6.615 ppm (1H, d,
Hio, 2.13 Hz); 6.778 ppm (2H, d, Ha, 8.64 Hz); 7.012 ppm (1H, d, Hs, 16.00 Hz);
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7.490 ppm (2H, d, Hs, 8.59 Hz); 7.692 ppm (1H, d, Hs, 16.00 Hz); 9.677 ppm (1H, s, Hy);

10.265 ppm (1H, s, He); 10.736 ppm (1H, s, Hi), 12.109 ppm (1H, s, Hi).
FD-(-)-ESI-MS, (m/z, [asign]): 255.0 [M-H] (CisH11047; PM: 255.0663 g/mol).

FTIR: 3279.94 cm! (von); 3019.24 cm! (vcwu aromaticos); 2918.60 cm™ (vcn
aromaticos); 2704.73 cm™ (ven aromaticos); 1633.54 cm™ (ve=o0); 1579.41 ecm™ (ve=c);

.64 cm™ (vc.c aromaticos); 49 cm™ (ve-c aromaticos).
1517.64 ! Ati 1395.49 ! Aticos)

Figura 12: Estructura enumerada de protén de D.

4.2.5. Sintesis de L

Se agregan 100 mg (0.395 mmol) de C en un balon de 100 mL y se disuelven en 30 mL
de metanol, después se afiaden 109 pL (0.786 mmol) de trietilamina y se agita durante 15
minutos. Luego, se agregan 102 mg (0.398 mmol) de D y se deja reaccionar bajo agitacion
magnética en reflujo durante 24 horas, hasta observar una solucion turbia color naranja.
Pasado el tiempo de reaccion, la mezcla se rotaevapora a sequedad hasta obtener un crudo
color marron anaranjado, que se puede purificar por columna cromatografica de silica gel

con una fase movil de acetato de etilo y metanol 9:1. Rendimiento: 40%.

TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds): 1.813 ppm (2H, m, Hi2, 6.86 Hz); 2.608 ppm (2H, t,
Hii, 6.86 Hz); 3.623 ppm (2H, t, Hi3, 6.31 Hz); 3.823 ppm (2H, s, His); 6.073 ppm (1H,
d, Hg, 2.06 Hz); 6.462 ppm (1H, d, Hs, 2.03 Hz); 6.699 ppm (1H, t, Hi7, 7.47 Hz);

6.705 ppm (1H, d, Hyo, 8.10 Hz); 6.794 ppm (2H, d, Hy, 8.52 Hz), 6.921 ppm (1H, d, Ha,
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15.91 Hz); 7.049 ppm (1H, t, Hs, 7.49 Hz); 7.080 ppm (1H, d, He, 7.49 Hz); 7.409 ppm

(1H, d, Hs, 15.94 Hz); 7.492 ppm (2H, d, H3, 8.53 Hz); 8.853 ppm (1H, s, Hio).

I3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds): 30.191 ppm (1C, Cis); 45.567 ppm (1C, Cia);
50.187 ppm (1C, Ci7); 53.509 ppm (1C, Cis); 102.423 ppm (1C, Cio); 103.622 ppm (1C,
Cs); 108.065 ppm (1C, Cig); 115.341 ppm (1C, C22); 115.484 ppm (2C, Cz); 118.436 ppm
(1C, Ca0); 120.907 ppm (1C, C¢); 123.721 ppm (1C, C4); 127.918 ppm (1C, Ca);
127.941 ppm (1C, C7); 128.428 ppm (2C, C3); 128.698 ppm (1C, Ci9); 132.076 ppm (1C,
Cs); 141.246 ppm (1C, Ci2); 157.327 ppm (1C, C23); 157.725 ppm (1C, C1); 161.944 ppm

(1C, C13); 162.327 ppm (1C, Co); 168.113 ppm (1C, Cn)).
FD-(+)-HR-MS, (m/z, [asign]): 419.1902 [M+H]" (C25sH27N204"; PM: 419.1965 g/mol).

FTIR: 2932.90 cm™! (vcn aromaticos y alifaticos); 1627.59 cm™ (ven); 1511.82 cm’!
(vc-c aromaticos); 1456.08 cm™ (vc.c aromaticos); 1239.95 cm™ (vn.c); 1168.96 cm’!

(VN-C).

Figura 13: Estructuras enumeradas de proton y carbono de L.

4.2.6. Sintesis de CuL

Se agregan 100 mg (0.239 mmol) de L. en un balén de 100 mL junto con 25 mL de

metanol, luego se afiaden 2.4 mL de una solucion metanodlica de NaOH 0.1 M y se agita

24



con un magneto hasta disolucion completa. Paralelamente, se disuelven 48.0 mg
(0.240 mmol) de acetato de cobre monohidratado en 20 mL de metanol, se adiciona dicha
mezcla al balon de reaccion y se deja reaccionar durante 3 horas bajo agitacion magnética
y en reflujo con un monitoreo constante por TLC. Después de las 3 horas se rotaevapora
el contenido del balon a la mitad, se agregan 10 mL de agua desionizada y se deja reposar
en una nevera durante 12 horas. Pasado este tiempo se obtiene una mezcla muy turbia con
un precipitado color marrén verdoso, el cual es filtrado y luego secado en una linea de

vacio. Rendimiento 85%.

FD-(+)-HR-MS, (m/z, [asign]): 480.1108 [M+H]" (C2sH2sN204Cu’; PM: 480.1105

g/mol).

FTIR: 3232.20 cm™ (vo.n); 2926.32 cm™ (vc.n arométicos y alifiticos); 1594.60 cm™!
(ve=c); 1562.19 cm™ (ve=n); 1512.25 cm™ (vcc aromaticos); 1449.09 cm™ (vec

aromaticos).
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5. Resultados y discusion

5.1.  Sintesis y caracterizacion de A

5.1.1. Sintesis

La sintesis de A en enfoca en la proteccion exclusiva de uno de los grupos amino del
reactivo 1,3-diaminopropano. Dicha proteccion es fundamental, ya que permite que cada
uno de los grupos amino del reactivo reaccione con dos subunidades aromaticas diferentes
y culmine en la formacion de un ligando con caracteristicas asimétricas. Por ello, para
lograr que uno de los grupos amino reaccione selectivamente es necesario proteger al
otro, lo cual se consigue mediante un control estequiométrico del grupo protector en la
reaccion de proteccion, en este caso se decidio emplear el dicarbonato de di-tert-butilo
(Boc20O) como agente protector debido a su gran efectividad. Dicha reaccion es
comunmente realizada a temperatura ambiente en solventes apréticos como cloroformo
o diclorometano y genera como unico producto la diamina protegida con rendimientos

bastante elevados.>?>?

El mecanismo de dicha reaccion (Figura 14) comienza con el ataque nucleofilico de uno
de los nitrogenos de la diamina hacia uno de los grupos carbonilo del Boc,O para formar
un intermediario, que luego elimina un grupo carbonato generando dos subproductos: el
CO2y el anion tert-butdxido. Finalmente, el nitrégeno de la diamina es desprotonado por

el tert-butoxido para producir la diamina semi-protegida A y al subproducto tert-butanol.
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Figura 14: Mecanismo propuesto para la formacion del compuesto A

Ensayos iniciales de este paso sintético demostraron que es indispensable proteger a uno
de los grupos amina del 1,3-diaminopropano si se quiere obtener una sustitucion
asimétrica, debido a la alta reactividad que dicha molécula presenta. Por ejemplo, se
intentd hacer reaccionar a esta diamina con un numero de aldehidos fendlicos con el
objetivo de que ambos reactivos reaccionen en una relacion 1:1. Es decir, que solo uno
de los grupos amina reaccione sin que el otro esté protegido. En dichos ensayos, se
modificaron las condiciones de temperatura, la cantidad de equivalentes de 1,3-
diaminopropano y el tiempo de reaccion. Sin embargo, en todos los casos se observé que
la diamina y el aldehido fenolico reaccionaban en una relacion 1:2, formando un producto
sustituido simétricamente. Por ello, se modifico la ruta sintética y se optd por proteger
uno de los grupos amina con el Boc,O aprovechando el alto rendimiento de dicha

reaccion.

Para la sintesis de A, se utilizd un exceso de 35 equivalentes de 1,3-diaminopropano por
cada equivalente de BocO, para promover que solo uno de los -NH> reaccione; de igual

manera, la adicién del reactivo protector se realizé en un bafio de hielo a 0 °C muy
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lentamente para controlar la reactividad. Pasado el tiempo de reaccidon, se obtuvo una
mezcla turbia de tonalidad blanquecina que estaba compuesta por tres sustancias
principales: el 1,3-diaminopropano remanente, el subproducto #-butanol y el compuesto
A. Las dos primeras son altamente solubles en agua, mientras que la ultima no, por ello
se realizo una extraccion liquido-liquido para separar al intermediario A y obtenerlo con
un indice de pureza bastante elevado sin mayor tratamiento. La reaccion de formacion de
A mantuvo un rendimiento de aproximadamente el 95% respecto del reactivo limitante
Boc,0. Posteriormente, el producto se secd en una linea de vacio por varias horas y se

caracterizo.

5.1.2. Caracterizacion

5.1.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El producto A fue analizado mediante espectroscopia FITR y el espectro correspondiente
junto con su estructura molecular se muestran en la Figura 15. Se observa una sefial
mediana a 3363.98 cm™!' producida por el estiramiento de los enlaces N-H de los grupos
amina. Asimismo, a 1586.79 cm™! se encuentra un pico mediano generado por la flexiéon

de los dos enlaces N-H de la amina primaria.

Los enlaces C-H presentes en la cadena alifatica y en los grupos metilo se estiran y
producen un grupo de sefiales a 2941.61 cm™! muy representativas de los grupos alcanos.
De igual manera, a 1168.71 cm™' se aprecia una sefial bastante intensa que es producida
por el estiramiento de los enlaces C-N de las aminas. Con respecto al grupo carbonilo, se
observa una sefial muy intensa a 1682.34 cm™' caracteristica del estiramiento del enlace

C=0.
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Figura 15: Espectro FTIR del compuesto A
5.1.2.2.  Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El compuesto A también fue analizado por RMN y el espectro 'H-RMN correspondiente
junto con su estructura molecular se presenta en la Figura 16. En este se observa una sefial
singulete a 1.412 ppm que integra por nueve protones correspondiente a los grupos metilo
del grupo protector Boc (Hs). Asimismo, a 1.589 ppm se aprecia una sefial multiplete
correspondiente a los dos hidrogenos H3, los cuales limitan con cuatro protones vecinos
y, en consecuencia, generan dicha multiplicidad. Se observan también otras dos sefiales a
2.737 y 3.184 ppm que corresponden a los hidrogenos H> y Ha, respectivamente. Ello se
concluye debido a que el primer pico es un triplete correspondiente a la interaccion de H»
con H3, mientras que el segundo pico es un multiplete producido por la interaccion de Hs
con Hsy H3. A 4.919 ppm se observa una sefial singulete muy ancha correspondiente al
hidrégeno del grupo amina Hs. Por otro lado, las sefiales H; de la amina primaria no se
observan, posiblemente debido al constante intercambio que estos hidrogenos presentan
con el medio, lo cual provoca que no sean detectables.
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De igual manera, en la Figura 17 se aprecia el espectro de >*C-RMN de A, en el cual se
identifican seis sefiales de interés. La primera sefial mantiene un desplazamiento de
156.119 ppm correspondiente al carbono C» que, al pertenecer a un grupo carbamato, se
encuentra bastante desprotegido. Asimismo, a 79.032 ppm se encuentra la sefial del C3
que también se encuentra relativamente desprotegida debido al enlace simple que
mantiene con el oxigeno. A 33.266, 38.331 y 39.545 ppm se ubican las senales de los
carbonos C; correspondientes a la cadena alifatica y a 28.370 ppm se muestra el pico

correspondiente a los carbonos Cs4 de los grupos metilo.
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Figura 16: Espectro 'H-RMN del compuesto A en CDCls-d;.
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Figura 17: Espectro 3C-RMN del compuesto A en CDCl3z-d;.
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5.1.2.3.  Espectrometria de masas

El compuesto A también fue caracterizado por espectrometria de masas y su espectro
correspondiente se muestra en la Figura 18. Dicho compuesto tiene una féormula

molecular de CsHisN2O» y se espera que su ion [M+H]" tenga un peso de 175.1441 Da.

En dicho espectro se observa una sefal bastante intensa a 175.2 m/z, la cual coincide con
el peso calculado para el ion [M+H]". De igual manera, se observa otro pico bastante
intenso a 119.2 m/z que perteneceria a un fragmento de A generado a partir del
rompimiento entre el enlace del oxigeno con el sustituyente tert-butil. Ambas sefales son
significativamente mds intensas que otros picos minoritarios que aparecen en el espectro,
indicando que el compuesto A es el producto mayoritario. Por ello, a partir de las pruebas
de caracterizacion realizadas se afirma que el compuesto A mantiene la estructura

propuesta.

Figura 18: Espectro de masas del compuesto A
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5.2.  Sintesis y caracterizacion de B

5.2.1. Sintesis

La segunda etapa de esta ruta sintética fue la reaccion entre el salicilaldehido y el
intermediario A para la formacion del compuesto B que representa la primera mitad del
ligando asimétrico. Los reactivos de salicilaldehido y A reaccionaron mediante una
condensacion nucleofilica para formar un enlace C=N que posteriormente fue reducido a
un enlace simple. La reaccion entre el salicilaldehido y A permitid generar una base de
Schiff que integra una de las estructuras aromaticas deseadas para el ligando tetradentado.
Asimismo, fue fundamental reducir la base de Schiff formada, ya que la sintesis posterior
del intermediario C consiste en una reaccion de desproteccion para eliminar al grupo Boc
y liberar al grupo amino de B. La sintesis de C se lleva a cabo en un medio fuertemente
acido que puede degradar al enlace imina de la base de Schiff y romper la estructura de
la molécula. Por ello, fue importante reducir dicho enlace para que soporte las condiciones

acidas de la reaccion posterior.

Para la sintesis de B se hizo reaccionar el grupo amina libre del intermediario A con el
salicilaldehido. El mecanismo de formacion de B (Figura 19) comienza con el ataque
nucleofilico del grupo amina hacia el carbonilo del salicilaldehido para formar un
intermediario carbinolamina, un intermediario inestable que posee un grupo hidroxilo
capaz de protonarse en un medio ligeramente 4cido, promoviendo la eliminacion de una
molécula de agua y la formacion de un enlace imina. Se recomienda que el pH no sea
menor a 4, ya que ello podria generar la protonacion de la amina y, en consecuencia, evitar
la formacion del intermediario carbinolamina.*! Posteriormente, la imina formada fue
reducida con NaBHj4 para generar un enlace simple que cumplird un rol importante en la

sintesis del intermediario C.
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Figura 19: Mecanismo propuesto para la formacién del compuesto B
La formacion de la base de Schiff entre A y el salicilaldehido es una reaccion de equilibrio
quimico bastante favorable que practicamente no presentd ninguna dificultad, ya que el
grupo protector Boc garantizd la formacion de un Unico enlace imina, generando una

molécula asimétrica.

Se aceler¢ la velocidad de reaccion haciendo uso de un bafio de silicona a 70 °C durante
5 horas y lo que se observo fue que la mezcla adoptd un color amarillo muy intenso.
Asimismo, el seguimiento por TLC realizado durante la reaccion mostr6 que, después de
5 horas, la concentracion del producto imina se mantenia constante, por ello, pasado este
tiempo, se dejo enfriar la reaccion y se agregd el NaBH4 para la fase de reduccion. Dicha
fase tampoco presentd ninguna dificultad, ya que el NaBHs reduce muy rapida y
selectivamente al enlace imina. La tinica consideracion es que el solvente utilizado debe
secarse con tamices moleculares, ya que la presencia de agua puede descomponer al
NaBH4 y afectar significativamente el rendimiento de la reaccion. Posteriormente, se

agreg6 una solucion de NaHCOs al 5% para neutralizar el NaBH4 remanente y, por medio
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de una extraccion liquido-liquido, se aislo al intermediario B con un rendimiento e indice
de pureza bastante elevados. El producto B fue secado en una linea de vacio para su

posterior caracterizacion.

5.2.2. Caracterizacion

5.2.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El compuesto B fue caracterizado por espectroscopia FTIR y el espectro correspondiente
se presenta en la Figura 20 junto con la estructura molecular de B. Asimismo, se aprecia

el mismo espectro comparado con el del compuesto A en la Figura 21.

Los grupos amina e hidroxilo se muestran a través de la sefial de 3320.58 cm™, la cual es
producto de la superposicion de las vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H y
O-H. Ello se concluye, debido a que en la Figura 21 se observa que el desplazamiento de
dicha sefal es muy similar al del pico vn.u de la molécula A, solo que el estiramiento del
enlace O-H genera que la sefial de 3320.58 cm™! sea significativamente mdas ancha. De
igual manera, el estiramiento del OH mantiene un nimero de onda menor a su rango
caracteristico de 3500-3700 cm™!, debido a que las interacciones intermoleculares de
puente de hidrogeno entre el OH y las aminas generan una reduccion en su

desplazamiento.

De la misma forma, se aprecia un pico a 3053.2 cm™' producido por el estiramiento de los
enlaces C-H del anillo aromatico. Asimismo, ¢l estiramiento de los enlaces C-C de dicho
anillo generan nuevas bandas entre 1457.40 y 1511.84 cm™ que no estan presentes en el

espectro FTIR de A.

El estiramiento de los enlaces C-H de la cadena alifatica y de los grupos metilo generan
dos picos a 2932.31 y 2976.15 cm™!, caracteristicos de las estructuras alifaticas. De igual

manera, se aprecian dos sefiales muy fuertes a 1165.12 y 1251.72 cm™! que corresponden
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al estiramiento de los enlaces C-N. Asimismo, el grupo carbonilo mantiene una sefial muy

intensa a 1687.04 cm™! generada por el estiramiento del enlace C=0.

En general, en la Figura 21 se observa que los espectros FTIR de los compuestos A y B
mantienen ciertas diferencias entre si, como el ensanchamiento de la sefial 3320.58 cm™!
producido por el grupo hidroxilo y la aparicion de nuevas bandas entre 1457.40 y
1511.24 cm™ generadas por los enlaces C-C del anillo aromatico. Sin embargo, el resto
de senales mantienen desplazamientos e intensidades muy similares entre si, lo cual es de
esperarse, ya que los compuestos mantienen muchas similitudes, excepto por la presencia

del grupo fenolico en B.

Figura 20: Espectro FTIR del compuesto B
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Figura 21: Superposicién de los espectros FTIR de los compuestos A (naranja) y B (azul)

5.2.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El producto B también fue estudiado por RMN vy su espectro '"H-RMN se muestra en la
Figura 22 junto con su estructura molecular. En la zona correspondiente a las sefales
aromaticas del anillo se pueden identificar dos picos a 6.753 y 7.143 ppm que son dos
tripletes que corresponden a los protones Hs y Hs, respectivamente. El primero se
encuentra protegido por el grupo -OH ubicado en posicion para, mientras que el segundo
al estar en posicion meta se encuentra desprotegido, generando una pequefia diferencia
en los desplazamientos de ambos hidrégenos. Asimismo, las senales a 6.806 y 6.962 ppm
también son semejantes entre si y pertenecen a los protones Hz y Hs, respectivamente. La
diferencia de desplazamiento en ambas sefiales se debe a que H» se encuentra protegido
por el grupo -OH en posicion orto, a diferencia de Hs que al estar en posicion meta se

encuentra desprotegido.

Por otro lado, la senal singulete y ancha ubicada a 4.615 ppm pertenece al hidrégeno Hii
del grupo carbamato, mientras que la sefial singulete a 3.971 ppm, que integra por dos
protones, corresponde a los hidrégenos Hs que se obtienen a partir de la reduccion del
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enlace imina en el segundo paso de la sintesis de B, lo que confirmaria que la reduccion
con NaBHj4 fue exitosa. Ademas, se propone que los protones de los grupos fenol y amina,
Hi y H7 respectivamente, podrian estar intercambiandose entre si, debido a la cercania

que mantienen ambos atomos, lo cual provoca que dichas sefales no sean visibles.

Las senales a 1.693, 2.678 y 3.182 ppm integran todas para dos protones y corresponden
a Ho, Hg y Hio, respectivamente, que, al pertenecer a la cadena alifatica, mantienen
desplazamientos mucho menores al resto de sefiales. El pico de 1.418 ppm integra por
nueve y corresponde a los protones Hiz que se ubican en los metilos del grupo protector.
Dicha sefial confirma que el grupo amino se mantuvo protegido durante la reaccion de

formacion del intermediario B.

Por otro lado, en la Figura 23 se aprecia el espectro '*C-RMN del intermediario B junto
con su estructura molecular enumerada. La asignacion de las sefiales en este espectro se
realizd con el experimento bidimensional HSQC ('H-'3C) del compuesto (Anexos 1y 2).
Las sefiales a 122.284 y 158.177 ppm corresponden a los carbonos cuaternarios Cs y Ci,
respectivamente. La sefial de C; se encuentra desplazada hacia campos mas bajos que Ce
debido al fuerte efecto inductivo del grupo hidroxilo. Asimismo, el pico a 156.204 ppm
pertenece al carbono Cii del grupo funcional carbamato y la sefal a 79.354 ppm le

pertenece al carbono Cis.

Asimismo, a partir de las interacciones C-H observadas y de las sefiales de protén
previamente identificadas se puede concluir que los picos 116.313, 118.960, 128.330 y
128.653 ppm corresponden a los carbonos aromaticos Cz, Cs, Cs y Cs, respectivamente.
Las sefiales de 29.987, 37.834 y 45.318 ppm pertenecen a los carbonos de la cadena
alifatica Co, Cyo, Cs, respectivamente. Por otro lado, la sefial de 52.507 ppm corresponde

al C7y la de 28.331 ppm pertenece a los carbonos Ci2 de los grupos metilo.
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Figura 22: Espectro *H-RMN del compuesto B en CDCls-d;.
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Figura 23: Espectro 1*C-RMN del compuesto B en CDCl3z-d;.
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5.2.2.3.  Espectrometria de masas

El intermediario B también fue analizado por espectrometria de masas y su espectro
correspondiente se muestra en la Figura 24. Asimismo, B tiene una formula molecular de

C15H24N20s y se espera que el ion [M+H]" tenga una masa de 281.1860 Da.

En el espectro se aprecia una sefial muy intensa a 281.2 m/z, correspondiente al ion
[M+H]"; la masa detectada es muy similar a la calculada, indicando que el compuesto B
es el producto mayoritario. Asimismo, se observa una pequefia seial a 225.2 m/z que
pertenece a un fragmento de B generado cuando el enlace del oxigeno con el grupo

tert-butil se rompe.

Se observan otras sefiales minoritarias muy poco intensas, lo cual indica que el producto
B, aparte de ser el producto mayoritario, también se encuentra con un indice de pureza
bastante elevado. Por ello, a partir de las pruebas de caracterizacion se afirma que el

compuesto B posee la estructura deseada.

Figura 24: Espectro de masas del compuesto B
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5.3.  Sintesis y caracterizacion de C

5.3.1. Sintesis

El siguiente paso en el plan de sintesis consistid en la desproteccion del grupo amino-Boc
de modo que el grupo amino quede libre para reaccionar subsecuentemente con el
derivado de resveratrol, y obtener el ligando asimétrico buscado. Asi, la sintesis de C
consistié en la eliminacion del grupo Boc del carbamato en un medio acidificado con
HCI. El mecanismo de dicha reaccidon se observa en la Figura 25 y comienza con la
protonacion de uno de los oxigenos del grupo carbamato, que luego produce la formacioén
de un grupo de acido carbamico y la eliminacion del subproducto isobutileno. Luego, la
reaccion continda con la protonacion del nitrogeno y la eliminacion de una molécula de

COz generando como producto al intermediario C.

Como se menciond en el apartado anterior, la reduccion del enlace imina del precursor B
cumple un rol importante para esta nueva etapa, ya que en medio acuoso y acido las bases
de Schiff se tienden a descomponer en sus reactivos iniciales. Por ello, el no reducir la
base de Schiff y someterla a una reaccion de desproteccion con el HCI generaria el
rompimiento del enlace imina. Por lo tanto, se optod por reducir dicho enlace antes para
asi generar un enlace simple mucho mas resistente a las condiciones acidas de esta nueva

fase.
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Figura 25: Mecanismo de reaccién del compuesto C

Para la eliminacion del grupo Boc se utilizan acidos fuertes como el 4cido trifluoroacético
o el HCI; en este caso se opt6 por utilizar al HCI debido a la disponibilidad y bajo costo
de dicho reactivo. Principalmente, el procedimiento experimental consistido en hacer
reaccionar 1 equivalente de B con un exceso de 50 equivalentes de HCI, ya que dichas
condiciones redujeron considerablemente el tiempo de reaccion sin afectar la integridad
estructural de la molécula. El desarrollo de la reaccion fue monitoreado por TLC y al
culminar, se rotaevaporé la mezcla a sequedad para eliminar los solventes, los
subproductos gaseosos y el HCI excedente. De esta forma se obtuvo al intermediario C
como un liquido viscoso color rojo con un rendimiento practicamente cuantitativo. Cabe
mencionar que, debido a la fuerte acidez del medio, los grupos aminas de C se encuentran
protonados y con su respectivo contraion Cl° convirtiendo a dicho producto en un

compuesto 16nico.
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5.3.2. Caracterizacion

5.3.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El intermediario C fue analizado mediante espectroscopia FTIR y su espectro
correspondiente se muestra en la Figura 26 junto a su estructura molecular. De igual
manera, se aprecia la comparacion de dicho espectro con el del predecesor B en la Figura

27.

El estiramiento del enlace O-H presente en el fenol se observa a 3395.60 cm™ que, al
igual que en B, mantiene un desplazamiento menor a su valor caracteristico debido a las

interacciones de puente de hidrogeno presentes.

Con respecto a los grupos amonio, el estiramiento de los enlaces del grupo NH3"
generalmente produce picos anchos en el rango de 2800 a 3200 cm™! con sobretonos de
2000 a 2800 cm™. Asimismo, el estiramiento de NH," también genera sefiales bastante
anchas en un rango reducido de 2700 a 3000 cm™ con sobretonos de 2000 a 2800 cm™.
Dichos rangos difieren con los estiramientos de una amina en su estado neutro y es
exactamente lo que se observa en el espectro de C. En el rango de 2070.18 a
2952.33 cm! se aprecia un niimero de bandas bastante anchas e intensas generadas por el
estiramiento de los grupos funcionales de amonio presentes en el intermediario, lo que

permite su identificacion.*?

Asimismo, las flexiones de los enlaces de los grupos NH," y NH3" suelen generar picos
agudos en un rango de 1560 a 1620 cm™ y 1500 a 1625 cm!, respectivamente. Ello es
concordante con el espectro de la Figura 26, ya que se observan tres picos con nimeros
de onda de 1584.21, 1597.84 y 1615.13 cm™ que podrian ser generados por la flexion de

los enlaces N*-H.
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Los enlaces C-H de la cadena alifatica y del anillo aromético se encuentran solapados con
las bandas del N*"-H, lo cual dificulta su visualizacién. Sin embargo, entre 1397.95 y
1492.16 cm’! se aprecian las bandas correspondientes a los estiramientos de los enlaces

C-C del anillo aromatico.

Tal como se puede observar en la Figura 27, la principal diferencia entre los espectros de
B y C es la ausencia de la sefial del carbonilo en este tltimo, debido a que el grupo
carbamato es eliminado como CO; durante la reaccion de desproteccion. Asimismo, las
bandas en el rango de 2070.18 a 2952.33 cm™! de C son producto de los estiramientos de
los enlaces N*-H y no estan presentes en el compuesto B. Estas observaciones son
concordantes con las estructuras de los compuestos B y C que, si bien son muy similares
entre si, también mantienen ciertas diferencias que son identificables mediante los

espectros FTIR de cada muestra.

Figura 26: Espectro FTIR del compuesto C
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Figura 27: Espectros FTIR de los compuesto B (haranja) y C (azul)

5.3.2.2.  Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El intermediario C también fue analizado por RMN vy el espectro 'H-RMN obtenido se
muestra en la Figura 28 junto con la estructura molecular de C. A 8.223, 9.220 y
10.282 ppm se observan tres sefiales; las dos primeras pertenecen a los hidrogenos de H;
y Hs de los grupos amonio que, al estar protonados, integran por 3 y 2, respectivamente.

Por otro lado, la tercera sefial que integra por un proton corresponde al Hii del fenol.

Asimismo, en el rango aromatico se observan los picos a 6.989 y 7.426 ppm que
corresponden a los hidrogenos Hio y H7, respectivamente. Ello se debe a que Hio se
encuentra protegido por el grupo -OH ubicado en posicion orto, mientras que Hy, al estar
en posicion meta, estd mas desprotegido. Las sefiales de 6.824 y 7.217 ppm integran por
uno y pertenecen a los hidrogenos aromaticos de Hg y Ho, respectivamente. Al igual que
en el caso anterior, Hg se encuentra protegido por el grupo hidroxilo ubicado en posicion

para, mientras que Ho al estar en posicion meta esta ligeramente desprotegido.
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Por otro lado, para la asignacion de los protones alifaticos fue necesario realizar el
experimento bidimensional COSY ('H-'H) que se muestra en la Figura 29. En este
espectro se observa que la sefial a 4.030 ppm corresponde a los hidrogenos Hs, ya que
mantienen un acoplamiento con los protones Hs de la amina secundaria. Las sefiales a
2.880 y 2.986 ppm corresponden a H» y Ha, respectivamente, debido a las interacciones
observadas con los hidrogenos Hi y Hs, mientras que la senal multiplete a 2.031 ppm
pertenece a los dos protones H3 que acoplan con H> y Hs4. Por ultimo, la sefial
correspondiente a los metilos del grupo Boc ha desaparecido completamente, lo cual

confirma que la reaccion de desproteccion se ha llevado a cabo satisfactoriamente.

De igual manera, en la Figura 30 se observa la estructura molecular del intermediario C
con su respectivo espectro '*C-RMN y en la Figura 31 se aprecia el espectro
bidimensional ("H-"3C) HSQC de la misma muestra. La sefial a 156.060 ppm corresponde
al carbono Cio que, al estar unido a un grupo —OH, se encuentra bastante desprotegido.
Asimismo, las sefales a 130.348 y 131.622 ppm pertenecen a los carbonos Cg y Ce
respectivamente. Esto se determina con el espectro HSQC, ya que se observa la relacion
que dichos carbonos mantienen con los hidrégenos Ho y H7. Asimismo, las sefiales a
115.475 y 118.998 ppm corresponden a Co y C7, respectivamente, debido a la interaccion
que estos mantienen con los hidrogenos Hioy Hs. Por otro lado, la sefial de 118.025 ppm

le pertenece al carbono cuaternario Cs.

De igual manera, las sefiales a 23.517, 36.109, 43.677 y 44.911 ppm corresponden a los
carbonos alifaticos Ca, Ci, C3 y Ca, respectivamente, debido a los acoplamientos

observados con sus respectivos hidrogenos identificados previamente.
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Figura 28: Espectro *H-RMN del intermediario C en DMSO-ds.
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Figura 29: Espectro COSY del intermediario C en DMSO-ds.
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Figura 30: Espectro 3C-RMN del intermediario C en DMSO-ds.
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Figura 31: Espectro HSQC del intermediario C en DMSO-ds.
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5.3.2.3.  Espectrometria de masas

El intermediario C fue analizado mediante espectrometria de masas de alta resolucion y
su espectro se presenta en la Figura 32. A diferencia de los intermediarios anteriores, C
es un compuesto i6nico constituido por un catidon organico [M+H]" de formula

Ci0H17N20" y dos aniones cloruro.

En el espectro de masas de alta resolucion mostrado en la Figura 32 se aprecia una sefial
muy intensa a 181.1392 m/z, la cual es bastante similar a la masa esperada del cation
[M+H]" (C1oH17N20", 181.1335 m/z). La similitud entre la sefial obtenida y la sefial

esperada en este espectro de alta resolucion confirma la identidad del compuesto C.

Asimismo, se observan dos picos a 75.0939 y 107.0554 m/z que corresponden a los dos
fragmentos formados a partir del rompimiento del enlace C-N que forma las dos

estructuras mostradas en la Figura 32.

De igual manera, se aprecian otras sefiales minoritarias, lo cual indica que C es el
producto principal. Por ello, de acuerdo con las pruebas de caracterizacion realizadas se

afirma que el intermediario C posee la estructura planteada.
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Figura 32: Espectro de masas de alta resolucién del compuesto C

5.4.  Sintesis y caracterizacion de D

5.4.1. Sintesis

La sintesis del compuesto D consistio en generar un derivado formilado del resveratrol
por medio de una adaptacion de la reaccion de Vilsmeier-Haack, que debe ser realizada
en atmosfera inerte y con un solvente seco. El resveratrol es un compuesto analogo al
estilbeno que podria mantener cierta selectividad por los agregados AB. Por ello, lo que
se busca en este paso es generar al producto D, un derivado del estilbeno, que en la
siguiente etapa serd introducido a la estructura del ligando L para promover que este

ultimo adquiera cierta selectividad por los agregados Ap.

Asimismo, en la Figura 33 se observa el mecanismo propuesto para la formacion de D, el
cual comienza con el ataque de la dimetilformamida (DMF) al cloruro de oxalilo para
formar un intermediario ion cloroiminio. Posteriormente, dicho intermediario es atacado

por el anillo mas activado del resveratrol en posicion orto y para a los grupos hidroxilos,
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lo cual genera un nuevo intermediario idénico que es atacado por una molécula de agua
para formar el derivado formilado del resveratrol.’®*° En esta etapa, fue muy importante
trabajar en atmosfera inerte y con solventes secos, debido a la gran reactividad del cloruro
de oxalilo que reaccionaba con trazas agua, las cuales promovian su descomposicion y

reducian en gran medida el rendimiento de la reaccion.

Figura 33: Mecanismo de reaccién propuesto para la formacién del compuesto D.

El procedimiento experimental para la sintesis de D comienza con el reactivo de
resveratrol, un s6lido color crema, que fue colocado en un matraz Schlenk y saturado con
N2 durante toda la reaccion. De igual manera, el acetonitrilo utilizado fue previamente
destilado y secado con tamices moleculares de 4 A para eliminar todas las trazas de agua

presentes en el solvente.?®
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Posteriormente, se afiadié el DMF a la mezcla lo cual facilito la disolucion del resveratrol
dando lugar a una solucion de color beige. Seguidamente se afiadi6 el cloruro de oxalilo
al matraz para generar el i6n cloroiminio de acuerdo con el mecanismo presentado en la
Figura 33. En la reaccion de Vilsmeier-Haack, por lo general el agente clorante es el
cloruro de fosforilo, pero debido a su poca disponibilidad, se optd por reemplazarlo con

el cloruro de oxalilo, lo cual ha dado resultados comparables.?®*

La adicion del cloruro de oxalilo fue realizada en un bafio de hielo, debido a que la gran
reactividad del compuesto podria generar una doble formilacion en el resveratrol,
produciendo un producto alterno no deseado. Al bajar la temperatura se forzé a que el
proceso de formacion de los iones cloroiminios sea mas lento, lo cual generd que las
moléculas de resveratrol tengan menos iones con los cuales reaccionar, promoviendo la
formacion de un producto monoformilado. Dicha formilaciéon ocurrié en el anillo mas
activado del resveratrol en posicion orto y para a los grupos activadores hidroxilos. Al
terminar la adicion del cloruro de oxalilo la mezcla adoptd un color naranja-rojizo muy
turbio y fue retirada del bano de hielo para continuar con la reaccidon a temperatura

ambiente por 5 horas.?®¥

Después de las 5 horas de reaccion, se agregd el agua para promover la hidrolisis del
intermediario iminio. La mezcla adopté un color amarillo y se dejo reaccionar por 12
horas para maximizar el rendimiento. Posteriormente, se extrajo el producto mediante una
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, en donde el compuesto D se mantuvo

disuelto en la fase organica.

La fase organica fue rotaevaporada hasta obtener un crudo color mostaza, en el cual se
identificaron dos compuestos; el intermediario D y un subproducto que posiblemente sea

un compuesto diformilado. El producto D puede ser purificado por recristalizacién en un
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sistema de metanol y agua o por una columna cromatografica de silica gel con una fase
mévil de acetato de etilo:hexano (3:7).2® Posteriormente, el intermediario D fue secado

en una linea de vacio y analizado por distintas técnicas de caracterizacion.

5.4.2. Caracterizacion

5.4.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El compuesto D fue analizado por espectroscopia FTIR y su espectro correspondiente se
muestra en la Figura 34 junto con su estructura molecular. A 3279.94 cm™ se reconoce la
sefial correspondiente al estiramiento de los enlaces O-H fenolicos. En el rango de
2704.73 a 3019.24 cm™! se aprecian una serie de bandas correspondientes al estiramiento
de los enlaces C-H presentes en los anillos aromaticos, mientras que las bandas de
1395.49 a 1517.64 cm! se generan a partir del estiramiento de los enlaces C-C de dichos
anillos. Asimismo, la sefial a 1633.54 cm™ es producto del estiramiento del enlace C=0O
presente en el compuesto D y confirma que la reaccion de formilacion realizada al
reactivo de resveratrol ha sido exitosa. El pico de 1579.41 cm pertenece a los
estiramientos de los enlaces C=C de los anillos aromaticos. En conclusion, todas las
sefales presentes en el espectro FTIR son concordantes con la estructura propuesta del

intermediario D.
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Figura 34: Espectro FTIR del compuesto D
5.4.2.2.  Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Asimismo, también se recopil6 el espectro 'TH-RMN de D que se muestra en la Figura 35
junto con su estructura molecular. Tal como seria de esperar, en este espectro se observa
la sefial a 10.265 ppm correspondiente al proton He que esta bastante desprotegido debido
a que pertenece a un grupo aldehido. Asimismo, se observan tres sefiales muy anchas a
9.677, 10.736 y 12.109 ppm que corresponden a los hidrégenos fenolicos (nombrados

como H; en el espectro).

En el rango aromatico, las sefales a 7.012 y 7.692 ppm integran por un proton y poseen
una constante de acoplamiento de 16.00 Hz que es caracteristico de los hidrogenos de un
enlace doble en posicion trans, por ello dichas sefiales pertenecerian a los hidrégenos Ha
y Hs, respectivamente. Asimismo, se observan dos picos a 6.778 y 7.490 ppm que integran
por dos hidrogenos cada uno: el primero pertenece a los protones H> que se encuentran
protegidos por el grupo hidroxilo ubicado en posicion orfo, mientras que el segundo pico

corresponde a los protones Hz ubicados en posicion meta al hidroxilo, lo cual genera un
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efecto de desproteccion y un mayor desplazamiento. Finalmente, las senales a 6.208 y
6.615 ppm pertenecen a los protones Hg y Hio que acoplan entre si con una constante de

acoplamiento de ~2 Hz.
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Figura 35: Espectro *H-RMN del compuesto D en DMSO-ds.
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5.4.2.3.  Espectrometria de masas

La muestra D fue analizada por espectrometria de masas y su espectro correspondiente se
muestra en la Figura 36. El intermediario D tiene una férmula molecular de C15H1204 y
se espera que su ion [M-H] posea una masa de 255.0663 Da. En el espectro se observa
la presencia de una tinica sefial a 255.0 m/z que es concordante con la estructura molecular
del intermediario D cuando estd desprotonado. Por ello, y por todas las pruebas
espectroscopicas realizadas se confirma que el compuesto D posee la estructura

propuesta.

Figura 36: Espectro de masas del compuesto D
5.5.  Sintesis y caracterizacion de L

5.5.1. Sintesis

Con respecto a la sintesis del compuesto L, el objetivo fue obtener un ligando tetradentado
de cobre (II) con caracteristicas estructurales de interés para el diagnostico del Alzheimer.
Para ello, lo que se busco fue integrar al compuesto D en la estructura del pre-ligando C
para asi formar un ligando asimétrico con una estructura derivada del estilbeno con

posible afinidad por los agregados A.
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La sintesis del ligando L consistié en formar un enlace imina entre el pre-ligando Cy el
derivado del resveratrol D a través del mecanismo de adicion nucleofilica presentado en
la Figura 37a. El procedimiento experimental consistid en disolver 1 equivalente de C en
metanol junto con 2 equivalentes de trietilamina (NEt3), una base fuerte que desprotona
los grupos amina de C, permitiendo que estos adquieran un comportamiento mas
nucleofilico. Después se agreg6 1 equivalente de D y se dejo reaccionar bajo agitacion
constante. En los primeros ensayos se dejo la mezcla reaccionar a temperatura ambiente,
pero mediante un seguimiento por TLC se determind que los reactivos estaban
reaccionando muy lentamente, por lo que se incrementd la temperatura a 70 °C para
acelerar la velocidad de reaccion. Asimismo, a las 24 horas se determin6 que los reactivos

se habian consumido, practicamente, en su totalidad.

Inicialmente la mezcla mantuvo un color amarillo ligeramente naranja, pero al transcurrir
el tiempo esta empez6 a adoptar un color naranja rojizo muy intenso. Asimismo, se
observo la presencia de un solido que comenzo6 a precipitar muy lentamente en el medio.
Al culminar el tiempo de reaccion se rotaevaporo6 la muestra a sequedad hasta obtener un
crudo, en el cual a partir de un analisis por TLC se identificé un producto mayoritario y
un subproducto que se sospecha podria ser un isomero de L formado a partir de la reaccion
entre la amina secundaria de C y el grupo carbonilo de D, mediante el mecanismo

propuesto en la Figura 37b.

Dicha sospecha se debe principalmente a que la amina secundaria de C podria poseer una
mayor nucleofilicidad que la amina primaria, lo que generaria que una porcion de D
reaccione con la amina secundaria. Sin embargo, la formacion de dicho subproducto
estaria limitada por un fuerte impedimento estérico generado por la presencia de ambos
grupos aromaticos unidos a un mismo atomo de nitrégeno, generando que la formacion

del subproducto sea menos probable que la del ligando L.
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Para la purificacion de L, el producto crudo de la reaccion fue disuelto en etanol y luego
purificado en una columna cromatografica de silica gel con una fase mévil de acetato de
etilo y metanol 9:1. Fue necesario utilizar una fase mévil muy polar, ya que el ligando L,
al ser una molécula relativamente grande, no se desplaza facilmente a través de la silica.
Por ello, fue necesario incrementar la polaridad de la fase mévil para que el producto de
interés se desplace. Finalmente, lo que se obtuvo después de la purificacion fue un sélido

color amarillo.

El rendimiento final de la reaccion es de 40%, lo cual es un valor relativamente bajo. Esto
se atribuye a que durante la fase de purificacion hubo pérdidas significativas de L en la
columna, debido a la fuerte afinidad que dicha molécula mantiene con la fase estacionaria.
Idealmente se recomendaria utilizar una columna preparativa de fase reversa para
incrementar el rendimiento, pero por problemas de disponibilidad se optd por una

columna cromatografica de silica gel.

Después de purificar y sintetizar el ligando L se realizaron otros ensayos, los cuales
buscaban reducir al enlace imina con NaBH4 para formar el ligando mostrado en la
Figura 37c. En dichos ensayos se utilizaron 4 equivalentes de agente reductor por cada
equivalente de L. Mientras la reaccion transcurria se observaba como la mezcla adoptaba
un color rojo muy intenso, el cual se intensificaba a medida que transcurria el tiempo. La
mezcla reaccion6 por aproximadamente 2 horas con un monitoreo constante por TLC y
luego se le afadi6 agua para forzar la precipitacion del producto y filtrarlo. Asi, el
producto final fue un sélido color beige que fue analizado por 'H-RMN, pero en el
espectro recopilado se observaron sefiales muy anchas y solapadas entre si, las cuales no
cumplian con la integracioén ni la multiplicidad de la estructura propuesta. Por ello, se
realizaron otros ensayos en donde el tiempo de reaccion se redujo a 30 minutos y 1 hora,

pero los resultados de los espectros 'H-RMN correspondientes seguian sin ser
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concordantes con la estructura del ligando reducido. Por esta razén, se sospecha que la
reduccién del enlace imina en el ligando L genera una molécula inestable que tiende a
descomponerse muy rapidamente. Por lo que, se opt6 por descartar la estructura reducida
como posible ligando del cobre y se conservé al ligando L que fue secado en una linea de

vacio por 24 horas y luego analizado mediante distintas técnicas de caracterizacion.
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Figura 37: Mecanismo propuesto para la formacion del ligando L y sus subproductos. En a) se muestra la reaccion de formacion de L, en b) se observa la reaccion de formacion
de un posible subproducto iminio y en c) se presenta la estructura del ligando reducido.
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5.5.2. Caracterizacion

5.5.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El ligando L fue analizado mediante espectroscopia FTIR y su espectro correspondiente
se muestra en la Figura 38 acompanado de su estructura molecular. Se observa una senal
a 2932.90 cm™! que corresponderia al estiramiento de los enlaces C-H presentes en la
cadena alifatica y en el anillo aromatico. Dicha senal es considerablemente amplia lo cual
podria atribuirse a un solapamiento con otra sefial de desplazamiento similar como la del
estiramiento del grupo N-H. Los picos producidos por los estiramientos de aminas suelen
mantener valores de 3250 a 3400 cm™!, pero las interacciones de puente de hidrogeno
presentes en la molécula podrian disminuir el desplazamiento a un rango alrededor de los

2932.90 cm™!, provocando dicho solapamiento.

De igual manera, la sefial a 1627.59 cm™! pertenece al estiramiento del enlace C=N del
grupo imina, dicha sefial mantiene un desplazamiento ligeramente menor al del grupo
aldehido del compuesto D. Por otro lado, en el rango de 1456.08 a 1511.82 cm™ se
observan una serie de bandas correspondientes al estiramiento de los enlaces C-C de los
anillos arométicos. Asimismo, las sefiales de 1168.96 y 1239.95 cm™! se generan a partir

del estiramiento de los enlaces C-N de la molécula.

Por otra parte, en la Figura 39 se muestran los espectros FTIR de los compuestos C, D y
L comparados entre si. La sefial carbonilo a 1579.41 cm™ del compuesto D desaparece
por completo después de la formacion del ligando L y, en su lugar, aparece una sefal a
1627.59 cm™ correspondiente al grupo imina. Asimismo, al comparar los espectros FTIR
de las muestras C y L se observa que las bandas de 2070.18 a 2952.33 cm’!
correspondientes al estiramiento de los enlaces N'-H de C desaparecen en L y son
sustituidas por una banda mucho menos intensa con un desplazamiento de 2932.90 cm!

principalmente generada por el estiramiento de un enlace N-H. Dichas observaciones,
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indican que los precursores C y D han reaccionado entre si para formar al ligando L que,

de acuerdo con el andlisis FTIR, parece tener la estructura propuesta.

Figura 38: Espectro FTIR del ligando L

Figura 39: Espectros FTIR de los compuestos L (azul), C (naranja) y D (verde)
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5.5.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
El ligando L también fue analizado mediante espectroscopia 'H-RMN y su espectro
correspondiente se muestra en la Figura 40 junto con su estructura molecular. En dicho
espectro, se observa la senal singulete a 8.853 ppm, que corresponde al hidrogeno del
grupo imina (Hio), ya que posee un desplazamiento caracteristico de un hidrégeno unido
a este grupo. De igual manera, la sefial a 10.265 ppm correspondiente al hidrégeno del
grupo aldehido del intermediario D ha desaparecido en su totalidad en este espectro,

indicando que el precursor D ha reaccionado completamente.

Dada la asimetria de la molécula y su complejidad, en el rango aromaético se observan
varias sefiales, tal como era de esperar. Por ejemplo, se muestran dos sefiales que integran
por dos hidrogenos cada una a 6.794 y 7.492 ppm; la primera corresponde a los protones
H> que se encuentran protegidos por estar en posicion orto al grupo hidroxilo, mientras
que la segunda sefial corresponde a los hidrégenos Hz que estdn en posicion meta al grupo

-OH vy, en consecuencia, estdin mas desprotegidos.

Asimismo, los picos a 6.921 y 7.409 ppm mantienen una constante de acoplamiento de
~16 Hz, caracteristica de un enlace doble en posicion trans, por lo que corresponderian a

Ha4 y Hsen el estilbeno.

Se observan dos sefales a 7.060 ppm que solapan entre si y que integran por un proton
cada una, correspondiente a los protones del anillo aromatico simple de la molécula. A
7.080 ppm esta un doblete con un J de ~8 Hz correspondiente a His, mientras que a
7.049 ppm se ubica un triplete de dobletes que pertenece a Hig. Ambos protones se
encuentran ubicados en posicion meta al grupo hidroxilo, lo cual genera un efecto de
desproteccion. Lo mismo se observa para los otros dos protones de este anillo, Hi7 y Hio.

A 6.699 ppm se encuentran otras dos sefiales solapadas que son un doblete y un triplete
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de dobletes que corresponden a los protones Hio y Hi7, respectivamente, los cuales se
ubican en posicion orto y para a un grupo hidroxilo, generando un efecto de proteccion

que reduce su desplazamiento en comparacion a His y His.

Por otro parte, las sefiales a 6.073 y 6.462 ppm son dobletes que integran por un protén y
corresponderian a los protones Hg y He del anillo estilbeno que, al estar ubicados en
posicion orto y para a dos hidroxilos, mantienen un fuerte efecto de proteccion a
comparacion del resto de sefiales en la molécula. Por otro lado, la sefial singulete de
3.823 ppm integra por dos y corresponde a los protones His, esta sefial mantiene un
desplazamiento similar a los He del intermediario C, lo cual sugiere que si bien los
protones poseen un ambiente quimico similar, estos pertenecen a moléculas diferentes.
Asimismo, las senales de 1.813, 2.608 y 3.623 ppm son multipletes que integran por dos

protones y que corresponden a los hidrogenos alifaticos Hiz, Hii y His, respectivamente.

Por otro lado, los picos de los hidrégenos Hi, H7, Ho, Hi4 y H2o correspondientes a los
fenoles y a la amina no se observan en el espectro 'H-RMN. Se sospecha que dichos
hidrogenos podrian estar intercambiandose entre si o con algunas trazas de agua presentes

en el solvente de DMSO-ds.

Para la asignacion de todas estas sefiales también se recurrid a experimentos
bidimensionales de RMN. Asi, en la Figura 41 se observa el espectro 'H-'"H COSY de L,
en el que se aprecia el acoplamiento entre las sefiales de proton. En el rango aromético de
6.0 a 8.0 ppm (Figura 42) se observan las interacciones de todos los hidrogenos
correspondientes a los tres anillos aromaticos y al enlace doble trans. Los picos de Ho y
Hj interaccionan entre si debido a que los hidrogenos correspondientes se mantienen en
posicion orto en la estructura del grupo estilbeno. Asimismo, los hidrogenos Heg y Hg

también pertenecen a la estructura del estilbeno y se ubican en posicion meta, lo que
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genera que sus sefales correspondientes acoplen entre si tal y como se aprecia en el
espectro. Por otro lado, los protones His, Hi7, His y Hi9 se encuentran ubicados en el otro
anillo fendlico y, como era de esperarse, sus sefiales correlacionan entre si, debido a que
dichos protones pertenecen todos al mismo sistema aromatico. De igual manera, también

se aprecia el acoplamiento que los protones del enlace doble Hs y Hs mantienen entre si.

Por otra parte, en el rango de 1.5 a 4.0 ppm se aprecian las interacciones de las senales de
los protones alifaticos (Figura 43). Se observan dos acoplamientos de la sefial Hi> con Hij
y His, mientras que para la sefial His no se observa ninguna correlacion. Ambas
observaciones son concordantes, debido a que los protones Hii y His son hidrogenos
vecinos de Hi2, lo cual es coherente con las interacciones mostradas. Por otro lado, los
His no se encuentran al lado de ningun protén, generando que no mantenga ningun tipo

de interaccion.

La muestra también fue analizada mediante espectroscopia RMN de carbono y en la
Figura 44 se observa el espectro *C-RMN de L acompaado de la estructura enumerada
de la molécula. Se aprecian 23 sefales correspondientes al ligando, de las cuales 19
corresponden a sefiales de carbonos sp? ubicados en los anillos arométicos y enlaces
dobles de la molécula. Asimismo, también hay 4 sefiales del tipo sp® que corresponden a

los grupos -CH»- de la cadena alifatica.

Para la identificacion de las sefiales de carbono se realizo otro analisis bidimensional. En
la Figura 45 se aprecia el espectro (‘H-'*C) HSQC completo de L en donde se identifica
la correlacion de las sefiales de protoén con las de carbono y en la Figura 46 se observa
una amplificacién en el rango aromdtico. La sefal a 161.944 ppm corresponderia al

carbono Ci3 debido a que se observa una correlacion con el hidrogeno del enlace imina.
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Asimismo, los picos a 120.907 y 132.076 ppm pertenecen a los carbonos Cs y Cs, ya que

interactuan con los protones Hs y H4 del doble enlace trans del estilbeno.

Las sefiales a 115.484 y 128.428 ppm corresponden, cada una, a dos carbonos: los centros
C> y Cs, respectivamente, debido a que correlacionan con los protones H> y Hz. De igual
manera, la presencia del grupo hidroxilo genera un efecto de proteccion en C y uno de
desproteccion en C3 de acuerdo con el posicionamiento orto y meta de los carbonos

respecto al -OH.

Asimismo, los picos a 115.341, 118.436, 127.918 y 128.698 ppm pertenecen a los
carbonos Cazz, Cao, Co1 y Ci9, respectivamente, del anillo aromaético simple, debido a las
interacciones correspondientes con los protones Hi9, Hi7, His y Hig. Se aprecia que estos
cuatro carbonos pertenecen a un anillo fenolico en donde la presencia del grupo hidroxilo
genera un efecto protector en los carbonos Cz0 y C22 y uno desprotector en Ci9 y Cai

debido a la posicion orto, meta o para que dichos d&tomos mantienen con el -OH.

Las sefiales a 102.423 y 103.622 ppm corresponden a los dtomos Cio y Cg, ya que se
observa una interaccion con los protones Hg y Hs. Por otro lado, los picos a 30.191,
45.567, 50.187 y 53.509 ppm, debido a su desplazamiento quimico y a las interacciones
observadas en el espectro HSQC, pertenecen a los carbonos alifaticos Cis, Ci4, C17y Cis,

respectivamente.

Por otro lado, las ocho senales restantes corresponden a los carbonos cuaternarios de la
molécula. Los picos a 157.327, 157.725, 162.327 y 168.113 ppm corresponden a los
carbonos Cz3, Ci, Co y Cii, respectivamente, que se encuentran relativamente
desprotegidos, ya que estan directamente unidos a un grupo hidroxilo. Por otro lado, las

sefales a 108.065, 123.721, 127.941 y 141.246 ppm pertenecerian a los atomos de
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carbono Cig, C4, C7y Ci2 que, al no enlazar con un oxigeno, se encuentran mas protegidos

y aparecen a menor desplazamiento quimico que los anteriores.
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Figura 40: Espectro 'H-RMN del ligando L en DMSO-ds.
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Figura 41: Espectro COSY del ligando L en DMSO-d.
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Figura 42: Espectro COSY del ligando L amplificado de 6.0 a 8.0 ppm en DMSO-d.
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Figura 43: Espectro COSY del ligando L amplificado de 1.5 a 4.0 ppm en DMSO-d.
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Figura 44: Espectro 3C-RMN del ligando L en DMSO-ds.
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Figura 45: Espectro HSQC del ligando L en DMSO-ds.
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Figura 46: Espectro HSQC del ligando L amplificado de 100 a 140 ppm en DMSO-ds.
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5.5.2.3.  Espectrometria de masas

El ligando L fue analizado por espectrometria de masas y su espectro correspondiente se
muestra en la Figura 47. Dicho ligando de formula molecular C25sH26N204 posee un ion

[M+H]" que tiene una masa estimada de 419.1965 Da.

En el espectro se observa una sefial muy intensa a 419.1902 m/z que es bastante similar
a la sefial esperada de [M+H]". La similitud entre la sefial obtenida y la sefial esperada en
este espectro de alta resolucion confirma la identidad del compuesto L. De igual manera,
se aprecian dos sefiales relativamente intensas a 107.0486 y 313.1534 m/z, las cuales
corresponden a los dos fragmentos moleculares mostrados en la Figura 47 que se
producen a partir de la fragmentacion del ligando L en el enlace C-N. Estas tres sefales
mostradas en el espectro son concordantes con la estructura propuesta del ligando L.
Asimismo, las pruebas espectroscopicas realizadas previamente también son
concordantes con la estructura propuesta. Por ello, se concluye que la sintesis del ligando
L ha sido exitosa y el producto puede ser empleado para la formacion del complejo de

cobre (II).
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Figura 47: Espectro de masas de alta resolucion del ligando L.

5.6.  Sintesis y caracterizaciéon de CulL

5.6.1. Sintesis

La sintesis de CuL consistié en una reaccion de complejamiento en la cual los atomos
coordinantes del ligando enlazan al nucleo de cobre (II). La formacién de dicho complejo
comenzd con la disolucion de 1 equivalente de L en metanol hasta obtener una mezcla
turbia de color amarillo. Después se afiadieron 2 equivalentes de NaOH para desprotonar
los hidrogenos acidos de los fenoles, lo cual mejord la solubilidad y provocod que la
mezcla adopte un color naranja oscuro transliicido. De esta forma, con los fenoles
desprotonados y con los nitrégenos, se generan los cuatro puntos de coordinacion

necesarios para formar al complejo.

Después, se afiadid una solucion metanolica de acetato de cobre monohidratado para
generar una reaccion de sustitucion de ligandos, en la cual los iones carboxilato fueron
sustituidos por el compuesto L2. Cuando la solucion de cobre entrd en contacto con el

ligando se observo la formacion del complejo de forma inmediata como un precipitado
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marron verdoso. Para acelerar el tiempo de reaccion y mejorar el rendimiento se dejo la
mezcla reaccionar por 3 horas a una temperatura de ~70 °C. El precipitado empez6 a
formarse a los pocos minutos de comenzar la reaccion, ya que el ligando L2 poseia cuatro
grupos donadores de electrones que rapidamente reaccionaron con el Cu(Il) debido a su
naturaleza como acido intermedio. De igual manera, esta reaccién también fue favorecida
por el efecto quelato, ya que L2 es un ligando tetradentado que reemplaza a los iones
carboxilato monodentados y permite la formacion de un complejo de coordinacion con

mayor estabilidad.

Pasadas las 3 horas, el seguimiento por TLC muestra que el ligando L ha sido consumido
en su totalidad indicando el fin de la reaccion. Se obtuvo una mezcla bastante turbia de
color marrdn que fue rotaevaporada hasta la mitad de su volumen. Asimismo, también se
le anadi6 agua desionizada y se dejo reposar en una nevera para seguir promoviendo la
precipitacion. La mezcla de reaccion fue filtrada y lavada con agua desionizada para
limpiar pequeiios remanentes del sobrenadante. El producto final fue un s6lido marrén
verdoso que fue secado en una linea de vacio y luego caracterizado por distintas técnicas

espectroscopicas.

5.6.2. Caracterizacion

5.6.2.1.  Espectroscopia infrarroja

El complejo CuL fue analizado mediante espectroscopia FTIR y su espectro respectivo
se muestra en la Figura 48 junto con su estructura molecular. En €1, se aprecia una sefial
a3232.20 cm™! que corresponde al estiramiento de los enlaces O-H y N-H presentes en la
molécula. Asimismo, las bandas alrededor de 2926.32 cm™! corresponden al estiramiento
de los enlaces C-H presentes en la cadena alifatica y en los anillos aromaticos. Los enlaces
aromaticos C-C también generan un grupo de sefales en el rango de 1449.09 a

1512.25 cm™!. Asimismo, se aprecia un pico a 1594.60 cm™ que es producido por el
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estiramiento del enlace C=C que une a los anillos aromaticos. Por otro lado, la sefial a

1562.19 cm™! se produce por el estiramiento del enlace C=N presente en el grupo imina.

Asimismo, en la Figura 49 se muestra una comparacion entre los espectros FTIR de CuL
y L en donde se aprecia que el pico C=N del complejo disminuye su desplazamiento en
65.4 cm’! en comparacion al ligando. Ello sucede principalmente porque el metal dona
densidad electronica desde sus orbitales d semillenos hacia un orbital antienlazante del
ligando, el cual al estar desocupado actua como un aceptor 7, en un fendmeno que se
conoce como retrodonacion w. En este caso, el grupo imina actia como un buen aceptor
n y recibe la densidad electronica del metal en los orbitales antienlazantes del nitrogeno

generando una reduccion en el orden de enlace y en el nimero de onda.”®

La disminuciéon del nimero de onda de la sefial imina sugiere que la reaccion de
complejamiento ha sido exitosa: este es un efecto muy comun en la quimica de

coordinacion.

Figura 48: Espectro FTIR del complejo CuL.

83



Figura 49. Espectros FTIR de los compuestos CuL (azul) y L (haranja).

5.6.2.2.  Espectroscopia UV-Vis

Para continuar con la caracterizacion de CuL se realizd también un andlisis por
espectroscopia UV-Vis. En este, se recopilaron los espectros UV-Vis del complejo CuLL
y del ligando L disueltos en una mezcla de DMSO y metanol (0.5:99.5). En la Figura 50
se presenta el solapamiento de ambas curvas en un rango de 250 a 500 nm, ya que en

dicho rango se ubican las sefiales de interés.

En primer lugar, se observan dos sefiales a 282 y 285 nm, en las cuales el pico de CuL
mantiene un desplazamiento batocromico de 3 nm respecto al ligando. Por otro lado, en
los picos a 332 y 337 nm se observa un desplazamiento hipsocrémico de CulL, ya que la
sefal del complejo disminuye en 5 nm. Por ultimo, una de las diferencias mas importantes
se aprecia en el rango visible con la sefal de 416 nm de L que desaparece en el espectro
de CuL. Estas diferencias indican que ha habido cambios en los niveles de energia de

ambas moléculas, debido al complejamiento del cobre por parte del ligando.
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Figura 50: Espectros UV-Vis del compuesto CuL (azul) y L (rojo).

5.6.2.3.  Espectrometria de masas

El complejo CuL también fue analizado mediante espectrometria de masas de alta
resolucion y su espectro correspondiente se muestra en la Figura 51. Dicho complejo
posee una formula molecular de C2sH24CuN>O4 y su cation [M+H]" mantiene una masa
estimada de 480.1105 Da que es concordante con la sefal observada a 480.1108 m/z.
Dicha sefial corresponde a la molécula con el is6topo de cobre-63, el cual es el mas
abundante de este elemento. Asimismo, también se aprecia otra sefial a 482.1097 m/z que
corresponderia a la molécula con el is6topo de cobre-65, el cual mantiene una intensidad
menor a la del complejo de cobre-63. Las abundancias relativas del cobre-65 y cobre-63
son de 30.826 y 69.174%,* respectivamente, por lo que mantienen una relacion tedrica
de 0.447. De acuerdo con el espectro de masas de CulL, las abundancias de los is6topos

85



del cobre mantienen una relaciéon experimental de 0.496. Por ello, se afirma que la

abundancia isotopica experimental es similar al valor teorico.

Se observa que la sefial de 419.1902 m/z correspondiente al ligando ha desaparecido
préacticamente en su totalidad, lo cual indica que todas las moléculas de L han reaccionado
con los nticleos de Cu(Il) mediante una reaccion de complejamiento. La ausencia de dicha
sefal y la presencia de los picos 480.1108 y 482.1097 m/z son una prueba contundente
de que el complejo CuL ha sido sintetizado satisfactoriamente. De igual manera, estas
dos senales poseen intensidades notablemente mayores al resto de picos, lo cual indica

que el producto mantiene también un alto nivel de pureza.

En resumen, todas las pruebas de caracterizacion realizadas indican que el complejo CuL
posee la estructura propuesta y que fue obtenido con un alto rendimiento e indice de

pureza.

Figura 51: Espectro de masas de alta resolucion del complejo CuL.
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6. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos y con la discusion realizada se concluye que:

Se lograron sintetizar los intermediarios A, B, C y D con rendimientos de 95, 90,
99 y 50%, respectivamente. Asimismo, las pruebas analiticas realizadas sefialan
que todos estos intermediarios poseen las estructuras propuestas con niveles de
pureza bastante elevados.

Se logr6 sintetizar al ligando asimétrico L con un rendimiento del 40%, dicho
ligando fue formado a partir de una reacciéon de adicion nucleofilica entre los
precursores C y D. El producto L fue purificado en una columna cromatografica
de silica gel que, si bien lograba purificar el producto, también era muy afin al
compuesto L, lo cual ocasionaba que una gran proporcién se pierda en la columna.
Por ello, para proyectos futuros con dicho ligando se recomienda realizar una
purificacioén en una columna preparativa de fase reversa.

Se realizé la caracterizacion completa del ligando L. mediante las técnicas de
RMN, FTIR, UV-Vis y HRMS, en donde los espectros obtenidos sefialan que el
compuesto posee la estructura propuesta con un alto nivel de pureza.

Se logro sintetizar al complejo CuL. con un rendimiento del 85% mediante una
reaccion de complejamiento entre el ligando L y una solucion de acetato de cobre
monohidratado.

Se realiz6 la caracterizacion del complejo Cul. mediante las técnicas de
espectroscopia FTIR, UV-Vis y HRMS. A partir del anélisis de los espectros
obtenidos se concluye que el producto CuL posee la estructura propuesta con un
nivel de pureza bastante elevado.

Por ultimo, se espera que en trabajos futuros sea posible estudiar las propiedades
bioquimicas del complejo CuL para determinar su selectividad por las placas AP
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y su permeabilidad a través de la BBB en comparacion a otros complejos de Cu(Il)

reportados en la literatura.
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8. Anexos

Anexo 1: Espectro HSQC del intermediario B

Anexo 2: Espectro HSQC del intermediario B amplificado de 110 a 135 ppm
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