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RESUMEN

En el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer con tomografia por emision de
positrones (PET), la principal problematica radica en el uso de radiois6topos
tradicionales (*8F, 'C) los cuales limitan el correcto desempefio de los agentes de
imagen PET sobre las placas AB-amiloides. El [*1C]-PIB, el [*8F]-florbetapir y el [8F]-
florbetaben representan algunos ejemplos de lo mencionado. Actualmente, los
complejos quelatos de radiois6topos de metales de transicidbn prometen ser una
tentadora y potencial solucion para tal problemética. De este grupo destacan los
quelatos radiomarcados con %*Cu y compatibles con las placas AB. Sin embargo, la
gran mayoria de estos casos todavia no son del todo exitosos. Por esta razon, y en
base a las nuevas necesidades, se propone un nuevo complejo de cobre(ll) basado
en un ligando con grupos afines a las placas AB-amiloides cuya formacion involucra
cuatro etapas sintéticas. La formacion del nuevo complejo se basa en la aplicacion
del efecto template o “plantilla” por parte del cobre(ll); de esta manera, se logra
producir un producto de alta pureza y con un rendimiento de 92 %. En base a los
resultados de la caracterizacibn por espectroscopias FT-IR, UV-VIS y de
fluorescencia, y espectrometria ESI-MS, se concluye que el nuevo complejo de
cobre(ll) presenta una estructura del tipo quelato, cuyo centro metélico es
probablemente tetracoordinado, con geometria cuadrada plana dada por los atomos
dadores (N,N,0,0) de un ligando tipo base de Schiff simétrico y derivatizado con
restos de benzotiazol con potencial capacidad de afinidad sobre las placas Ap-
amiloides. De esta manera y en base a la nueva propuesta quimica, se podria
establecer un futuro radiomarcador “PET” de interés para el diagnoéstico del
Alzheimer.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, PET, placas AB-amiloides, quelato,
cobre, efecto template, base de Schiff.



ABSTRACT

In the diagnosis of Alzheimer’s disease with positron emission tomography (PET),
the main problem lies in the use of traditional radioisotopes (*8F, 11C) which limit the
correct performance of imaging agents PET on AB-amyloid plaques. [*1C]-PIB, [*8F]-
florbetapir and ['®F]-florbetaben represent some examples of the above. Currently,
complex chelates of transition metal radioisotopes show promise as a potential
solution to this problem. In this group, the chelates radiolabelled with 64Cu and
compatible with the AB plaques stand out. However, the majority of them are still not
entirely successful. For this reason, and based on the current demands, a novel
copper(ll) complex with a ligand based on the same groups that have showed affinity
for the AB-amyloid plagues have been synthesized in four synthetic steps. The
formation of this complex is based on the application of the template effect by
copper(ll) to produce a compound of high purity and with a yield of 92 %. Based on
the results of the characterization by FT-IR, UV-VIS and fluorescence spectroscopy
and ESI-MS spectrometry, we can conclude that the new copper(ll) complex has a
chelate type structure, whose metal center is likely tetracoordinated showing a flat
square geometry imposed by the donor atoms (N,N,0,0) of a symmetric Schiff base
ligand derivatized with benzothiazole residues, with potential affinity for AB-amyloid
plagues. Therefore, we propose this compound could be a future possible “PET”
radioagent for the diagnosis of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's disease, PET, AB-amyloid plaques, chelate, copper,
template effect, Schiff base.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita clinicamente por primera vez en
1906 por el psiquiatra aleman Alois Alzheimer, es considerada como el desorden
neurodegenerativo mas comun en el mundo (1). Actualmente, mas de 5 millones
de personas han sido diagnosticadas con Alzheimer en los Estados Unidos, y se
espera que la cifra llegue a 15 millones para el afio 2050 (2). La “hipotesis de la
cascada amiloide” es hoy en dia la teoria causal mas preponderante de este mal.
En ella se sostiene que la formacion de los péptidos AB por enzimas
especializadas y la consecuente sobreacumulacion en placas insolubles AB-
amiloides dentro del cerebro son los principales factores que conducen a la
patogénesis de esta enfermedad (3).

En el area de diagndstico, es primordial la investigacion enfocada en la deteccion
preclinica del Alzheimer, etapa en donde la concentracion de las placas
amiloides (AB) predomina sin haber indicios de demencia. Existe ya una industria
cuyo éxito se basa en obtener mejores resoluciones de imagen del target
mediante el uso de una técnica denominada tomografia de emisién de positrones
(PET) en donde se usan moléculas organicas sencillas radiomarcadas con C
y 18F de buena afinidad sobre las placas AB-amiloides. De este grupo destacan
tres compuestos, el [11C]-PIB (derivado de la tioflavina T), el [18F]-florbetapir y el
[18F]-florbetaben, de los cuales so6lo los dos ultimos ya han sido aceptados por
la Food and Drug Administration (FDA) de los E.E.U.U. (4).

Actualmente, la novedosa participacién de complejos quelatos de radiois6topos
de metales de transicién (In, Cu, Ga, Y y Zr) prometen ser una tentadora y
potencial alternativa. Aunque el uso de estos compuestos esta todavia en una
etapa exploratoria en el caso del Alzheimer, para el diagnostico y terapia del
cancer esto es algo ya muy investigado y usado (5,11). Las ventajas que ofrecen
estos complejos son: sus prolongados tiempos de vida media, la accesible
radioactivacion de los metales y la rapida y simple incorporacién a ligandos
especializados por quelacion. En este campo, los variados disefios que ofrecen
los complejos de cobre y sus radioisétopos (4*Cu ti2= 12,7 h, 1Cu t12= 3,3 h,
80Cu t12 = 23,4 min) vienen mostrando perspectivas alentadoras y no solo por
sus aplicaciones como agentes anticancerigenos (6), sino por sus recientes
participaciones como posibles agentes de imagen PET. Paralelamente a este
enfoque, ha sido importante también el disefio de nuevos ligandos que puedan
actuar como agentes quelantes aciclicos y/o macrociclicos con grupos afines a
las placas AB-amiloides, un ejemplo novedoso seria incorporar estructuras
especificas como benzotiazoles y/o estilbenos (2,7-9).

Por esta razon, y en base a las nuevas necesidades, esta tesis propone el
desarrollo de un nuevo complejo quelato de cobre(ll) basado en un ligando del
tipo base de Schiff derivatizado con grupos afines a las placas Ap-amiloides para
su potencial uso como un agente de imagen PET en pruebas futuras de
diagnostico del Alzheimer. Por tal, solo se espera contribuir con una ruta de
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sintesis viable capaz de establecer un posible prototipo PET de interés para
futuras evaluaciones del diagnostico preclinico del Alzheimer.



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En el campo de la tomografia por emision de positrones (PET) empleada para el
diagnéstico preclinico del Alzheimer, la principal problematica radica en el uso
de radiois6topos tradicionales (*8F, 1°0, 3N y C) los cuales limitan el correcto
desemperio de los agentes de imagen o radiomarcadores PET sobre las placas
ApB-amiloides. En principio, se ha establecido que dichos isétopos solo se han
desarrollado para su incorporacion en moléculas pequefias; ademas, se sabe
que presentan complejas radiosintesis, cortos tiempos de vida media y una
rapida bioeliminacién, por ende, a menudo solo se dispone de pequefios
espacios temporales para la obtencion de imagenes; es decir, este hecho
representa un obstaculo para las respectivas evaluaciones médicas (5).

En cuanto a los compuestos de coordinacion radiomarcados con %Cu y
compatibles con las placas AB-amiloides, un campo que todavia esta en etapa
de exploracion, ha sido importante tomar como principio y referencia los casos
que todavia no son del todo exitosos para establecer la propuesta de
investigacion. Algunas de estas limitaciones estan relacionadas a las
estabilidades termodinamicas y cinéticas, al cruce eficaz de la barrera
hematoencefalica, a la pobre afinidad sobre las placas AB-amiloides y al
desempefio farmacocinético (7,9).



3. OBJETIVOS

3.1. General

Disefar, sintetizar y caracterizar un nuevo complejo quelato de cobre(ll) que
esté constituido por un ligando tetradentado del tipo base de Schiff
derivatizado con grupos estructurales afines a las placas AB-amiloides para
establecer un posible radiomarcador “PET” aplicado a futuras pruebas de
deteccion del mal de Alzheimer.

3.2. Especificos

Establecer una metodologia sintética que conlleve a obtener un
ligando tetradentado simétrico del tipo base de Schiff que presente
el grupo benzotiazol como estructura afin a las placas Ap-
amiloides.

Analizar y caracterizar la estructura quimica del ligando
establecido mediante diferentes métodos instrumentales
(espectroscopia infrarroja, espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, espectrometria de masas, espectroscopia UV-
VIS y de fluorescencia).

Establecer la ruta sintética mas favorable para obtener un nuevo
complejo quelato de cobre(ll) y caracterizar el nuevo compuesto
gque se obtenga mediante diferentes técnicas instrumentales
(espectroscopia infrarroja, espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, espectrometria de masas, espectroscopia UV-
VIS y de fluorescencia).

Trabajar en diversos métodos de cristalizacion del nuevo complejo
sintetizado (quelato de Cu?*) con el fin de obtener y proporcionar
monocristales para futuras evaluaciones por difraccién de rayos X,
y dar asi un mayor respaldo a la propuesta estructural.



4. MARCO TEORICO
4.1. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) se describid por primera vez en 1906
cuando el psiquiatra aleman Alois Alzheimer informé de las caracteristicas
clinicas y patoldégicas de una paciente llamada Auguste Deter. En una
necropsia especializada, el examen histopatolégico (estudio post-mortem) de
dicho cerebro revel6 la presencia andbmala de lo que actualmente se conoce
como placas AB-amiloides y ovillos neurofibrilares (NFT), considerados hasta
ahora como los sellos neuropatolégicos y/o biomarcadores de diagnostico de
dicho padecimiento. La etapa preclinica, en donde no existen sintomas de
demencia aun, es el periodo en el cual las placas AB se producen y acumulan
durante aproximadamente 10 a 15 afios antes del deterioro cognitivo
irreversible. Los sintomas de la enfermedad, que estdn asociados a una
pérdida considerable de la integridad neuronal, se cree son causados por la
acumulacion de las placas amiloides y el incremento atipico de los ovillos NFTs
(12-14). Clinicamente, este escenario se puede medir utilizando el parametro
CDR (clasificacion clinica de demencia) siendo el factor 3 el estado méas severo
gue concluye casi siempre en la muerte del paciente (Figura 1) (1).

Mk Neuronal integrity
Amyloid plaques
Neurofibrillary tangles
Min.
Non-AD ! Preclinical AD Verymild AD | Mild AD|N
Non-demented (CDR 0) (MC1) (CDR 0.5) (CDR 1) |{
(
1 Clinical AD :

N e e e e e e e e - ]
Figura 1: Evolucion de los biomarcadores (placas AR y NFTs) durante las etapas

preclinica y clinica con respecto a la integridad neuronal (1). MCI: defecto cognitivo
leve. CDR: clasificacion clinica de demencia.

La “hipotesis de la cascada amiloide” es hoy en dia la teoria causal mas
preponderante del Alzheimer. En ella se sostiene que la produccion y
acumulacién de placas AB-amiloides en el cerebro es el principal factor que
conduce a la patogénesis de ésta enfermedad (13). A nivel bioquimico, la
mejor conjetura sostiene que todo se origina cuando la B-secretasa y la y-
secretasa, enzimas especificas del cerebro, seccionan defectuosamente los
puntos de una proteina transmembranal de las neuronas denominada APP
(proteina precursora de amiloides) (3). La APP esta codificada por un solo gen
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en el cromosoma 21 y se asemeja a un receptor de superficie celular que tiene
un gran dominio extracelular (resto amino “N”) y una cola citoplasmatica corta
(resto acido “C”) (7). Se cree que después de los cortes enzimaticos se forman
en particular dos tipos de monémeros: AB4o y AB42 (cadenas peptidicas de 40
y 42 aminoé&cidos respectivamente), los cuales se agregan reversiblemente
para formar dimeros, oligébmeros, fibrillas y finalmente placas insolubles que
junto a diversos procesos de inflamacion, hiperfosforilacion y estrés oxidativo
desencadenan el dafio irreversible y la muerte neuronal (Figura 2) (3).
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Figura 2: Diagrama esquematico de la produccion de péptidos AB4o-42 de la proteina
APP a través de escisiones secuenciales de la B-secretasa y y-secretasa, y
finalmente la consecuente formacion de las placas insolubles AB (3).

4.2. Desarrollo farmacolégico en el diagndstico del Alzheimer sobre las
placas AB-amiloides con moléculas simples y radioactivadas

Desde los primeros casos hasta la fecha, el diagndstico "patrén” y por ende el
mas decisivo de la enfermedad de Alzheimer continta siendo el estudio por
tincion histopatolégica durante la etapa post-mortem, usando para ello
colorantes selectivos sobre las placas amiloides tales como la tioflavina-S,
tioflavina-T y el Congo Rojo (Figura 3) (4).
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Figura 3: Estructuras quimicas de la Tioflavina-S, Tioflavina-T y Congo rojo (4).

Los diversos farmacos de diagnéstico que se han desarrollado hasta la fecha
sobre las placas amiloides presentan similares grupos funcionales a los ya
mencionados en la Figura 3. Ademas, se han establecido tres caracteristicas
necesarias para sus correctas farmacocinéticas: lipofilicidad moderada, peso
molecular relativamente pequefio y alta afinidad o selectividad sobre las placas
AB; de esta manera, destacan los derivados de benzotiazoles, benzofuranos y
estilbenos. Todas estas condiciones en conjunto hacen que el farmaco pueda
atravesar la barrera hematoencefalica, es decir, cruzar la capa selectiva que
recubre al cerebro y que determina la entrada y/o salida de diversas sustancias
(4,15).

Adicionalmente, en la actualidad se ha vuelto posible identificar evidencias in
vivo de las diferentes neuropatologias especificas del Alzheimer mediante el
uso de técnicas por imagen molecular. El método de diagnéstico por imagen
molecular consiste en la visualizacion, caracterizacién y medicion de procesos
bioldgicos a nivel molecular y celular en humanos y otros sistemas vivos (5).
En este sentido, el uso de agentes de neuroimagen sobre las placas Ap-
amiloides empleando la tomografia por emisiébn de positrones (PET) ha
demostrado en los ultimos afios ser un procedimiento muy prometedor para el
diagnéstico preclinico del Alzheimer. Por tal motivo el desarrollo de
radiomarcadores PET (moléculas asociadas a un radioisotopo) para la
formacion de imagenes in vivo de placas AB ha sido el foco de intensos
esfuerzos de investigacion durante las ultimas décadas. La tomografia por
emisién de positrones (PET) es una técnica no invasiva capaz de detectar
diversas patologias y/o procesos biolégicos con muy buena sensibilidad (10-%?
mol/L). La metodologia est4 basada en la distribucién dinamica por inyeccién

7



intravenosa de ciertas moléculas radioactivadas (radiomarcadores PET)
durante una sesion de exploracion. Una vez reconocido el target (el objetivo
molecular; en este caso, las placas AB-amiloides), el radiomarcador por su
propia naturaleza emite positrones, los cuales colisionan con los electrones del
medio generando rayos gamma que son detectados y procesados por el propio
equipo PET (ver Figura 4) (16). En resumen, la exploracion PET inicia en un
ciclotron donde se produce el radiois6topo emisor de positrones, éste es
asociado mediante una sintesis radioquimica a una sonda molecular que en
conjunto representa al radiofarmaco de interés, inmediatamente después y
teniendo como referencia el tiempo de vida media del radiois6topo se procede
con la inyeccion via intravenosa al paciente, luego se adquieren y procesan
los datos en un equipo especializado de tomografia para finalmente obtener la
imagen del objetivo molecular, todo lo expuesto se aprecia a modo de resumen
en la Figura 5 (17,18).

Radioisotope''C 1B
. e
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< Decay “

(b)

Gamma-ray
Positron

' Electron

Gamma-ray Correlator

////1
oy

PET detector

Figura 4: Mecanismo especifico de la actividad positrénica en el objetivo biolégico
(target) (16).
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Figura 5: Resumen de las etapas involucradas en una exploracion PET (18).

Dentro del marco de los radiofarmacos PET, una gama de compuestos
derivados de benzotiazoles se unen con cierto grado de selectividad a las
fibrillas y placas AB-amiloides. La estructura quimica de los benzotiazoles
contiene sistemas de anillos aromaticos rigidos conjugados y se cree que
estas moléculas entran en una bolsa o canal hidréfobo y se unen a las placas
amiloides por medio de una combinacion de interacciones hidrofobicas y 1-1r
(9). A finales de la década de 1990 se sintetizaron numerosos derivados de la
tioflavina-T (benzotiazol-anilina o BTA) los cuales fueron estudiados in vitro en
su union a las placas amiloides. Estos estudios generaron una molécula que
se unia selectivamente a dichas placas insolubles. Este compuesto es el
conocido ['C]-6-OH-BTA-1 o ['1C]-2-(4-metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazol
(compuesto de Pittsburgh B o PIB) (Figura 6, A), considerado como el agente
de imagen PET de las placas AB-amiloides mas estudiado hasta la fecha (4).
Sin embargo, el tiempo de vida media del radiois6topo carbono-11, que es de
unos 20 minutos, mas su limitada bioabsorcion, impidieron su posterior
comercializacion. Esta limitacion ha llevado al desarrollo de otros agentes de
imagen AB marcados con flior-18 (tiempo de vida media de 110 minutos) para
una disponibilidad mas amplia y para un uso clinico rutinario. Este enfoque ha
dado lugar principalmente a tres radiomarcadores mas eficientes: el derivado
de 3'-fluoro del PIB, el flutemetamol (Figura 6, B); y derivados del estilbeno,
el florbetapir (Figura 6, C) y el florbetaben (Figura 6, D). Hasta la fecha,
estos tres compuestos han sido aprobados para uso clinico por la
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Administracion de alimentos y medicamentos de E.E.U.U (FDA) y autoridades
reguladoras europeas, y son conocidos bajo el nombre de Vizamyl™,
Amyvid™ y Neuraceq™, respectivamente (4).
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Figura 6: Radiomarcadores PET derivados del benzotiazol y estilbeno (4).

4.3. Complejos quelatos de radiois6étopos metalicos usados como
agentes de imagen PET en el diagnoéstico de enfermedades

Los is6topos tradicionales PET como *8F, 150, 13N y C se desarrollaron en
principio para su incorporacion en moléculas pequefias, pero debido a sus
complejas radiosintesis, cortos tiempos de vida media y rapida bioeliminacion,
a menudo solo se dispone de pequefios espacios temporales para la obtencién
de imagenes, haciendo dificiles las exploraciones y/o evaluaciones médicas
gue pueden durar muchas horas (5,12). Con los desarrollos continuos de
nuevos marcadores, tales como proteinas, péptidos, anticuerpos y/o
nanoparticulas, de estructuras mas sofisticadas, surgid la necesidad de
producir nuevos radioisotopos. A modo de resumen, la Figura 7 muestra una
lista actualizada de dichos radioisétopos, en donde se resalta el papel
protagonico de los metales de transicion (Zr, Y, In, Ga y Cu) como nuevos
radiomarcadores PET para el diagnostico de enfermedades (5).
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1sotope tiz (h) methods of production decay mode Eg+ (keV)

50Cu 0.4 eyclotron, “Ni(p,n)*Cu Bt (93%) 3920, 3000
EC (7%) 2000
f1Cu 33 cyclotron, *'Ni(p,n)*'Cu B (62%) 1220, 1150
EC (38%) 940, 560
2Cu 0.16 82Zn/*’Cu generator A (98%) 2910
EC (2%)
¥Cu 12.7 eyclotron, *Ni(p,n)*Cu Bt 19(%) 656
EC (41%)
. B~ (40%)
Ga 95 eyclotron, ®Cu(o,ny)*Ga B (56%) 4150, 935
. - EC (44%)
%Ga 1.1 #Ge/**Ga generator B (90%)
. EC (10%) 1880, 770
soy 14.7 eyclotron, ¥Sr(p,n)*Y Bt (33%) 2335,2019
EC (66%) 1603, 1248
1043
8Zr 785 Y (p,n)*Zr Bt (22.7%) 897
EC (77%) 909, 1675, 1713, 1744

Figura 7: Radioisotopos de metales de transicion y sus tiempos de vida media (t1/2)
mas usados en farmacos por ser emisores de positrones (B*), electrones (§) y
captura de electrones (EC) (5).

A medida que nuevos métodos de producciéon de radiofarmacos basados en
metales de transicion (Cu, Ga, In, Y y Zr) estén disponibles, su uso permitira a
los investigadores y médicos aprovechar las distintas vidas medias (t12) y
energias de emision (Eg*) para explorar su aplicacion en imagenes por PET
en el diagnéstico y tratamiento de una serie de enfermedades. Precisamente,
una de las enfermedades més investigadas que utiliza radiometales como
agentes de terapia y/o diagnéstico es el cancer (5,11).

En este sentido, las formas de diagndstico por PET mas modernas emplean
radiometales albergados en compuestos quelatos con alta afinidad por un
objetivo molecular (target). De esa manera, un radiomarcador PET comun
presenta en su estructura tres partes: la primera, constituye la esfera de
coordinaciéon propiamente dicha (complejo quelato que contiene al
radionuclido), la segunda parte lo conforma un espaciador y finalmente el
grupo molecular de alta afinidad sobre el target. El modo de accion de este
tipo de radiofarmacos se inicia cuando el grupo molecular de alta afinidad
interactta con un receptor de la superficie celular (target). Después de esto, el
radiometal emisor de positrones se descompone eyectando particulas B* de
su nucleo. Luego de viajar una corta distancia en el tejido rico en electrones,
el positron (B*) se recombina con un electron (B7) en un proceso llamado
aniquilacion. Con esto, las masas de dichas particulas se convierten en dos
fotones de alta energia (rayos y), que se liberan aproximadamente 180° entre
si para garantizar que la energia y el momento se conserven. Aunque la
atenuacion es posible, estos dos rayos y suelen ser lo suficientemente
energéticos como para escapar del organismo y ser recogidos por los
detectores de un escaner PET (Figura 8) (5).
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Figura 8: Representacion grafica del modo de accion de un radiois6topo metalico
usando tomografia por emision de positrones (PET) (5).

En este campo, los complejos de cobre son aplicados ampliamente como
agentes anticancerigenos (6). Este uso particular del cobre en medicina llevo
a postular su posible aplicabilidad como agente de imagen PET en el
diagnéstico del Alzheimer (2,7-9). La base en el desarrollo de complejos de
cobre para aplicaciones en terapia y diagnostico se centra en el ambiente
quimico y los atomos dadores del ligando ya que estos pueden modular las
propiedades duras/blandas del metal, el equilibrio lipofilico/hidrofilico de los
complejos resultantes y su solubilidad en fluidos extracelulares, asi como
también en la capacidad de penetrar en la membrana celular. Otro aspecto
importante que debe tenerse en cuenta en el disefio de los complejos de cobre
incluye su estabilidad frente a las reacciones de transquelacion con moléculas
fisiolégicas (aminoacidos individuales, secuencias de péptidos peculiares o
proteinas completas) (6).

El cobre es un elemento esencial para la mayoria de los organismos aerébicos,
empleado como cofactor estructural y catalitico, por lo tanto, esta implicado en
muchas vias biolégicas. Forma, ademas, una rica variedad de complejos de
coordinacién con los estados de oxidacion (1) y (II). En los complejos de
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cobre(ll), el niumero de coordinacién varia de cuatro a seis. Las especies
tetracoordinadas presentan geometrias cuadradas planas (sp), las
pentacoordinadas, bipiramides trigonales (tbp) y las hexacoordinadas,
geometrias octaédricas (oh) (6).

Para aplicaciones médicas, existe una gran variedad de ligandos afines al
cobre(ll) enlazados directamente a diferentes atomos dadores (N, O, S) con
las que pueden formar estructuras muy estables (por ejemplo; compuestos
quelatos). Este ion metalico es particularmente adecuado para la formacién de
anillos quelatos de cinco y/o seis miembros. Bajo esta perspectiva podemos
encontrar ligandos que pueden actuar como agentes quelantes aciclicos
(Figura 9) cuya cadena quimica es abierta, y agentes quelantes macrociclicos
(Figura 10) cuyas estructuras consisten de anillos capaces de coordinar al ion
metalico. En resumidas cuentas, ambos grupos tienen la capacidad de formar
complejos muy estables. De la primera agrupacion se puede mencionar a los
derivados de las etilendiaminas como, por ejemplo, el EDTA (Figura 9, L10),
y de la segunda clase a los populares poliazamacrociclos de donde destacan
especialmente el TACN (Figura 10, L26), CYCLEN (Figura 10, L38) y
CYCLAM (Figura 10, L48). Se sabe que muchas de estas estructuras pueden
incorporan restos de carboxilatos y/o tiolatos para derivatizacion y también
para neutralizar la carga del centro metélico (5,6).

NO,
Y O
NH HN
N._ SH RO, CAI,\,NH HN“*’/\CO R
OH _N HS j

@ SH HS SH Hs—
CO,H CO,H =
L5, EC (R = H)
L1 L2 L3 L4, BAT-TM L6  (R=Me)
R1 2
HR HD;C CDQH
NN ”“|N HO:C Jl “CoH HO OH R@OC Y T\"“C(O;R
RS\NJ\S SJ\ N HOC CO; HOJ (\COQH CO:H
H - H
L7, GTS (R'=R?=R%*=H) L10. EDTA L12, DTPA (R = OHE
L8, PTSM (R'=R%= Me; R?= H) ' L11, HBED L13, DTPA-BA; (R = NHBn)

L9, ATSM (R'=R?=R? = Me)

Figura 9: Agentes quelantes aciclicos de uso comun para la coordinacion de
radioiso6topos metalicos (5).
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Figura 10: Agentes quelantes macrociclicos de uso comun para la coordinacién de
radioisotopos metalicos (5).

Dentro de este grupo de ligandos polidentados, que tienen la facultad de
formar compuestos de coordinacion muy estables con el cobre(ll), destacan
las bases de Schiff 0 azometinos (R1iR2C=N—R3). El uso eficiente de las bases
de Schiff como agentes quelantes ha permitido generar muchos compuestos
con una gran variedad de aplicaciones industriales, biolégicas y médicas. Por
tal motivo, han jugado un papel central en el desarrollo de la quimica de
coordinacién. Debido a su conveniencia sintética y versatilidad estructural, los
complejos con bases de Schiff han sido sometidos a extensos estudios con
potenciales aplicaciones en el tratamiento del cancer, como agentes
antimicrobianos, en catalisis (hidrogenacion de olefinas, transferencia de
grupos aminos, etc.), como agentes antivirales, en el diseiio de nuevos
materiales y como modelos biologicos para diversas metaloenzimas (19-21).
De esta manera, se pueden sintetizar una gran variedad de complejos de
cobre con ligandos del tipo bases de Schiff, los cuales se pueden clasificar en
diversos sistemas que denotan el tipo de union a través de los diferentes
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atomos dadores (Figura 11). Cada sistema tiene caracteristicas particulares
en cuanto a sus formas estructurales, propiedades y aplicaciones. Por
consiguiente, se pueden encontrar ligandos derivatizados con cumarinas,
piridinas, pirazoles, hidrazonas, semicarbazonas, entre otros (6).
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N o~-Ci sy NN o
SOFE: LR
N. s
N N Cu
H \
Cl
Sistema k3N,0",0 (hidrazonas) Sistema k3N,0’,0 (semicarbazonas)

Figura 11: Ejemplos de complejos de cobre(ll) con ligandos del tipo base de Schiff
derivatizados con diferentes sistemas quimicos (6).

4.4. Radiocomplejos de cobre(ll) como potenciales agentes de imagen
PET en el diagndstico del Alzheimer

El 64Cu es un radionuclido atractivo para su potencial aplicacion en la técnica
de imagen PET, en particular, porque tiene una baja energia de emision de
positrones y proporciona una alta resolucion de imagen comparable a la del
18F, Ademas, el %*Cu (tuz2 = 12.7 h) tiene un tiempo de vida media mas amplio
a comparacion de los cuatro is6topos de cobre conocidos (9,12).

15



En cuanto a los complejos quelatos marcados con 8*Cu y compatibles con las
placas seniles, se han reportado algunos ejemplos (Figura 12) que seran
descritos a continuacion. ElI Cu®4L1 con un armazén de estilbeno fue reportado
en el 2010. Este compuesto tefia las placas AB en las secciones cerebrales
humanas, y de la misma manera cruzaba la barrera hematoencefalica en
ratones normales y con Alzheimer. Sin embargo, habia dificultades del ligando
para enlazarse al %*Cu. En el 2013, se present6é también a un derivado de
benzotiazol, Cu®4L2, pero este compuesto no mostré interaccion selectiva con
las placas amiloides. Los derivados de estirilpiridina, Cu®4Ls y Cu®4L4, también
fueron reportados en el 2013. Estos compuestos se unieron a las placas AR
en las secciones del cerebro humano mediante una tincion de fluorescencia in
vitro. Mientras el Cu®4L3 mostré una absorcion baja en el cerebro del ratén en
pruebas in vivo, el complejo Cu®L4 pudo cruzar la barrera hematoencefalica
en el raton durante el experimento. Sin embargo, los niveles de deteccion
empleando Cu®4L4 sobre los agregados de AR no se pudieron establecer (7,9).

Los ligandos comunmente estudiados HisDOTA (4cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) y H4TETA (4cido 1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacético) han sido capaces de
acomplejar al ion Cu?* formando quelatos de una alta estabilidad
termodinamica; sin embargo, muestran una limitada farmacocinética. En este
sentido, se han desarrollado quelantes poliazamacrociclicos tipo jaula tales
como hexaaminas biciclicas, etc., necesitando muchas veces condiciones de
radiomarcaje mas rigurosas. Recientemente, se ha demostrado que los
ligandos de CYCLEN (1,4,7,10-tetrazaciclododecano), TACN (1,4,7-
triazacillononano) y bispidina forman rapidamente complejos con el
radioisétopo ¢*Cu?* de muy buena estabilidad. Se ha demostrado también, que
estos quelatos metélicos bifuncionalizados con fragmentos de 2-
fenilbenzotiazol se parecen mucho al tinte de unién que se usa frecuentemente
sobre las placas AB-amiloides en una etapa post-morten. En este sentido, la
Figura 12 muestra a los complejos quelatos basados en los macrociclos del
TACN (Cu®4Ls y Cu®Le) y 2,11-diaza[3.3]-(2,6)piridinofano (N4) (Cu®4L7-10),
los cuales estan derivatizados con fragmentos de 2-fenilbenzotiazol como
ligandos generales que podrian ser radiomarcados con %4Cu, y asi mismo, se
estudia su accion como posibles agentes de formacién de imagenes PET para
la deteccion de los agregados insolubles de A in vivo (2).

Tras la investigacién exploratoria de otros radiocomplejos utiles, también se
ha demostrado que algunos derivados de benzofuranos pueden ser Utiles para
la obtencion de imagenes in vivo sobre agregados de AB. Por lo tanto, se ha
disefiado y sintetizado un nuevo compuesto de benzofurano marcado con %Cu
y unido a un residuo de CYCLEN (1,4,7,10-tetrazaciclododecano) como
quelante (Cu®L11, Figura 12). Hasta donde se sabe, esta es la primera vez
que los derivados de benzofurano en complejos de %Cu se han propuesto
como potenciales agentes de imagen en la técnica PET para la evaluacion in
vivo de agregados de AB (8).
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Figura 12: Nuevos radiocomplejos de cobre(l1)-64 como potenciales agentes de
imagen PET en el diagndstico del Alzheimer (2,7-9).

En principio, la rapida y simple incorporacion de radiois6topos metalicos dentro
de ligandos especificos es una alternativa muy atractiva. Dicho esto, los
nuevos complejos de 84Cu?* en cuestion se incorporarian a una todavia lista
muy reducida de radiocomplejos de cobre disefiados para su interaccion
selectiva a las placas AB-amiloides; sin embargo, todo esto se encuentra
todavia en etapa de exploracién e investigacion y muy especialmente en el
area de diagnéstico preclinico de la enfermedad de Alzheimer.
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5. PROPUESTA DE INVESTIGACION

En base a lo expuesto, esta tesis tuvo por finalidad establecer una ruta viable de
un nuevo complejo quelato de cobre(ll) para su evaluacion y potencial uso como
agente de imagen PET en la deteccion temprana del Alzheimer (Figura 13). Por
tal motivo, a lo largo de la investigacion se trabajé en dos puntos principales; en
primer lugar, se evaluo la viabilidad sintética y la originalidad estructural de un
nuevo ligando; es decir, la posibilidad de sintetizar una molécula organica que
presente un esqueleto simétrico del tipo base de Schiff capaz de contener restos
de benzotiazol como grupos de afinidad a las placas ApR-amiloides. Ademas, se
disefi6 de manera que dicha molécula sea tetradentada, con la habilidad de
poder coordinar y neutralizar la carga del ion Cu?*. Desde el punto de vista
cualitativo, se procur6 también que el ligando en cuestién cumpla con un cierto
grado de lipofilicidad para que pueda atravesar eficazmente la barrera
hematoencefélica, por consiguiente, se aguarda que éste tenga un tamafo y
masa molecular (MW) no muy elevado (MW~500 g/mol). En segundo lugar, se
espera que, mediante la caracterizacion estructural debida se pueda sustentar
la formacién exitosa de este nuevo complejo quelato cuyo centro metélico esté
tetracoordinado por el respectivo ligando en una proporcion 1:1, dentro de un
ambiente geométrico cuadrado plano.

a N

_N\C /N_
u
- ~o
—N N=—
S i f S

Figura 13: Propuesta de investigacién constituida por la hipotética estructura del
nuevo complejo quelato de cobre(ll).



6. METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion se desarrolla en cuatro etapas donde se
describen sistematicamente cada uno de los intermediarios de reaccion que
conducen finalmente en el complejo quelato propuesto.

6.1. Primera etapa: sintesis, purificacion y caracterizacion del precursor
2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)

Para la sintesis del derivado de benzotiazol (A) se utilizan en conjunto las rutas
quimicas reportadas previamente por Khan y colaboradores, y por Chang y
colaboradores (22,23). La sintesis se lleva a cabo mediante una reaccion de
condensacion que genera una cicloadiciébn cuando se hace reaccionar 2-
aminotiofenol con 2-hidroxibenzaldehido (salicilaldehido) en dimetilformamida
(DMF) a reflujo y en presencia de metabisulfito de sodio (Na2S20s5) como
catalizador. Para la purificaciéon del compuesto (A) se utiliza la técnica de
recristalizacion. Finalmente, la caracterizacion estructural se realiza mediante
las siguientes técnicas instrumentales: FT-IR, 'H-RMN, 3C-RMN, RMN
bidimensional (COSY, HSQC) y espectrometria de masas (ESI-MS).

6.2. Segunda etapa: sintesis, purificacién y caracterizacion del precursor
3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)

Para la segunda etapa sintética se hace uso de algunas variantes en conjunto
que tienen como referencia a la reaccion de Duff original (24—26). La reaccion
de Duff es una reaccién de formilacion (formacion de aldehidos) “orto-dirigida”
sobre anillos aromaticos activados (fenoles, etc.) que
utiliza hexametilentetramina (HMTA) como fuente de grupos formilo (CHO) y
un catalizador acido (26—28). En esta metodologia se tiene como precedente
la reaccién de Duff (24—26) con modificaciones reportadas por Chang 1. J., Xu
P., Chang C. y colaboradores (22,29,30). Por tal, se plantea un procedimiento
gue involucra una reaccién equimolar entre el precursor A con la amina ciclica
(HMTA) usando &cido trifluoroacético (TFA) como solvente/catalizador. Para
completar el proceso se fomenta una reaccion de hidrolisis usando HCI diluido
bajo reflujo. La purificacién del producto de interés (B) se lleva a cabo por
cromatografia en columna. Por ultimo, la caracterizacion estructural se realiza
mediante las siguientes técnicas instrumentales: FT-IR, 1H-RMN, *C-RMN,
RMN bidimensional (COSY, HSQC) y espectrometria de masas (ESI-MS).

6.3. Tercera etapa: sintesis, purificacion y caracterizacion del ligando
tipo base de Schiff (C)

La sintesis del nuevo ligando tipo base de Schiff, que es propuesto como un
nuevo agente quelante tetradentado y simétrico con restos de benzotiazol (A),
se lleva a cabo por una reaccion de condensacion para producir el grupo
funcional imina (RiR2C=N—R3) (31). Por lo general, estos compuestos se
originan cuando aldehidos o cetonas reaccionan reversiblemente con una
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amina primaria bajo catélisis &cida y/o por calentamiento moderado; de esta
manera, se producen moléculas de agua (condensacion) (31,32). En esta
etapa se desarrolla una doble reaccion de condensacion simultanea que es
impulsada esencialmente por los dos grupos aminos (R—NH:) de una diamina
aciclica primaria como reactivo en exceso. En base a diversos autores cuyos
trabajos experimentales ya han sido reportados (17,19-22,33-36), se
presenta un procedimiento donde el aldehido previamente sintetizado (B)
reacciona con propano-1,3-diamina en metanol bajo reflujo. Adicionalmente,
se utiliza acido acético glacial como catalizador hasta pH acido recomendado
(4-5) (31). El producto obtenido (C) es purificado usando la técnica de
recristalizacién. Finalmente, para la caracterizacion estructural se utilizan las
siguientes técnicas instrumentales: espectroscopias FT-IR, H-RMN, 13C-
RMN, RMN bidimensional (COSY, HSQC), UV-VIS y de fluorescencia, y
espectroscopia de masas (ESI-MS).

6.4. Cuarta etapa: sintesis, purificacién y caracterizacion del complejo
guelato de cobre(ll)

Para la sintesis del complejo quelato de cobre(ll) (D) se considera la
posibilidad de aplicar una reaccién impulsada por el efecto template o
“plantilla” que facilita el centro metalico (Cu?*). Cabe mencionar que esta
alternativa se basa en adaptaciones de trabajos y publicaciones que guardan
relacion con el propuesto (19-21,33,34,37-41). Por tal, en esta tesis se
fomenta dicha ruta de sintesis mezclando para ello sal de acetato de cobre(ll),
precursor B y propano-1,3-diamina en la relacion estequiométrica 1:2:1. La
extraccion del producto de interés (D) se realiza por precipitacion en un
sistema a refluyjp con solventes convenientemente mezclados
(CHCI3/EtOH/MeOH), en donde se monitorea de inicio a fin el pH de la
reaccion. Para la caracterizacion estructural del nuevo complejo quelato (D) se
aplica las siguientes técnicas instrumentales: espectroscopias FT-IR, UV-VIS
y de fluorescencia, y espectroscopia de masas (ESI-MS).

Por otro lado, después de la cuarta etapa, se intenta obtener monocristales
bien constituidos del nuevo complejo quelato de cobre(ll) haciendo uso de
diversos ensayos de cristalizacion: evaporacion lenta y difusion por vapor
(42,43). El objetivo de esta parte es complementar el analisis estructural por
difraccion de rayos X (DRX) en futuras evaluaciones.

Finalmente, en la Figura 14 se puede apreciar el resumen de la metodologia
sintética desarrollada en esta tesis.
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(*) Espectroscopias FT-IR, *H-RMN, *C-RMN, RMN bidimensional (COSY, HSQC),
y espectroscopia de masas (ESI-MS).

(**) Espectroscopias FT-IR, UV-VIS y de fluorescencia, y espectrometria de masas
(ESI-MS).

Figura 14: Metodologia sintética para la obtencién del nuevo compuesto quelato
de cobre(ll).



7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Equipos, reactivos y solventes

Equipos

Espectrofotdmetro de infrarrojo (FT-IR/NIR) Perkin EImer (Frontier) del
Laboratorio de Analisis Instrumental de la Seccién Quimica - PUCP.
Las muestras se prepararon sobre pastilas de KBr (grado
espectroscopico) y las mediciones se establecieron en el rango de
4000-400 cm. Finalmente, los datos se procesaron haciendo uso del
software Spectrum™ de la marca Perkin Elmer.

Espectrofotometro de resonancia magnética nuclear (RMN) Bruker
(Avance llI-HD Ascend 500 NMR) del Centro de Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (CERMN) ubicado en la Seccién
Quimica - PUCP. Para las disoluciones se emplearon
convenientemente, segun sea el caso, CDCls o DMSO-ds, y las
mediciones se realizaron a 25°C usando tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Para el procesamiento de los datos se utilizé el
software 1D NMR Processor (Version 12) de la marca ACD Labs.

Espectrometro de masas acoplado a la técnica de ionizaciébn por
electroespray (ESI-MS) Bruker Daltonics (esquire6000™) ubicado en
el Laboratorio de Analisis Instrumental de la Seccién Quimica - PUCP.
Las muestras se disolvieron en acetonitrilo de alta pureza para generar
disoluciones estandar de concentraciones aproximadas a 1.5 mg/mL.
Finalmente, se usé el software Compass Data Analysis 4.0 de la
marca Bruker Daltonics para el procesamiento de los datos
presentados.

Espectrofotometro UV-VIS Agilent (modelo 8453) del Laboratorio de
Analisis Instrumental de la Seccion Quimica - PUCP. Las mediciones
se llevaron a cabo por diferentes barridos en un rango de 190 a 1100
nm. Luego, para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizo el
software Excel 2013 de Microsoft.

Espectrofluorometro Perkin Elmer (modelo LS - 55) localizado en el
Laboratorio de Analisis Instrumental de la Seccion Quimica - PUCP.
La medicion de los espectros de emision se efectuaron a temperatura
ambiente (25°C) en diferentes rangos de barridos. Para el ligando (C)
y el complejo (D) se usaron haces de excitaciéon de 350 y 320 nm
respectivamente, e idénticos slits de 10 nm. Finalmente, los datos
obtenidos fueron procesados usando Excel 2013 de Microsoft.
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Reactivos

Compuesto Proveedor Grado de
Pureza
2-aminotiofenol Sigma-Aldrich 99%
2-hidroxibenzaldehido Sigma-Aldrich 98%
Metabisulfito sédico Sigma-Aldrich P.A.
Hexametilentetramina
(HMTA) Merck P.A.
Acido trifluoroacético
(TEA) Merck P.A.
Acido clorhidrico Merck P.A.
Propano-1,3-diamina Merck P.A.
Acido acético glacial Merck P.A.
Acetato d.e cobre(ll) Merck PA
monohidratado
Solventes
Compuesto Proveedor Grado de
Pureza
Agua desionizada Sec. Quimica-PUCP P.A.
Metanol J.T. Baker P.A.
N,N-dimetilformamida
(DMF) J.T. Baker P.A.
Dimetilsulfoxido
(DMSO) J.T. Baker P.A.
Acetonitrilo Merck P.A.
Acetona J.T. Baker P.A.
Etanol J.T. Baker P.A.
Acetato de etilo J.T. Baker P.A.
Tetrahidrofurano J.T. Baker P.A.
Diclorometano J.T. Baker P.A.
Cloroformo J.T. Baker P.A.
Hexano J.T. Baker P.A.
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7.2. Procedimientos
7.2.1. Ligando tipo base de Schiff

7.2.1.1. Primera etapa: sintesis y purificacion del precursor 2-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)

En un balén de 100 mL de capacidad, se disolvieron 2-aminotiofenol (0.80
g, 680 uL, 6.40 mmol) y 2-hidroxibenzaldehido (0.78 g, 680 uL, 6.40
mmol) con 20 mL de DMF (pre-secado con tamices moleculares 4A) en
presencia de 1.22 g (6.40 mmol) de metabisulfito sddico (Na2S20s) como
catalizador. Las condiciones experimentales de la mezcla resultante
fueron exploradas a diferentes temperaturas y tiempos de reaccion. El
progreso de la reaccion fue monitoreado por cromatografia en capa fina
(CCF) usando hexano/acetato de etilo (10:1, v/v) como fase mavil.
Finalizado el proceso y enfriado el sistema, el producto crudo fue
separado en forma de un precipitado color pardo tras afadir
cuidadosamente y con agitacion constante 50 mL de agua desionizada
helada. A continuacion, el crudo obtenido fue filtrado al vacio y lavado con
abundante agua; después de ello, fue secado en estufa a 50°C por 2
horas y almacenado en un desecador. La purificacion del producto de
interés (A) se llevo a cabo por recristalizacion en aproximadamente 70
mL de metanol.

Rendimiento: 72 % (1.05 g)

Solubilidad a 25°C: soluble en DMF, DMSO, acetona, etanal,
diclorometano, cloroformo. Parcialmente soluble en metanol. Insoluble en
agua.

FT-IR (KBr, cm?): 3450 (vo—n fenol); 3058 (vc—n aromatico); 1623, 1590
(uc=n tiazol); 1487, 1439, 1405 (vc=c aromatico); 1273 - 974 (b6¢c—H
aromatico); 818 - 734 (mmc—n aromatico).

1H-RMN (500 MHz, CDCls, TMS, ppm): 12.53 (s, 1H), 7.99 (d, J = 8.24
Hz, 1H), 7.89 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 7.78 Hz, 1H), 7.51 (t, J
7.71 Hz, 1H), 7.45 - 7.35 (m, 2H), 7.12 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 6.96 (t, J
7.50 Hz, 1H).

13C-RMN (125 MHz, CDCls, TMS, ppm): 169.31, 157.89, 151.78, 132.70,
132.53, 128.36, 126.63, 125.48, 122.12, 121.45, 119.46, 117.81, 116.73.

ESI-MS ([M+H]*). Calculado: m/z 228.04; encontrado: m/z 228.1.
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7.2.1.2. Segunda etapa: sintesis y purificacion del precursor 3-
(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)

Se mezclaron y disolvieron 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A) (600 mg, 2.64
mmol) y hexametilentetramina (HMTA) (400 mg, 2.64 mmol) con 10 mL
de acido trifluoroacético (TFA). La solucion resultante fue sometida a
100°C bajo reflujo, con y sin atmosfera inerte, y a diferentes tiempos de
reaccion. El progreso de reaccion fue monitoreado por cromatografia en
capa fina (CCF) usando hexano como fase movil. A continuacion, se llevo
a cabo la hidrolisis acida del intermediario principal con HCI (4M, 16.5 mL)
a 70°C por 2 horas adicionales. El producto fue extraido con
diclorometano (3x15 mL) y la fase organica de interés fue posteriormente
secada sobre sulfato de sodio anhidro. Tras filtrar y rotaevaporar el
solvente de extraccion, se recolectd un producto crudo viscoso de color
pardo. Para la purificacion se aplicé cromatografia en columna (silica gel
60, 0.040-0.063 mm, hexano/acetato de etilo = 10:1, v/v); y de esta
manera, se obtuvo el intermediario (B) como un sélido de color amarillo
claro.

Rendimiento: 20 % (0.13 g)

Solubilidad a 25°C: soluble en DMF, DMSO, acetona, acetato de etilo,
diclorometano, cloroformo. Parcialmente soluble en metanol, etanol.
Insoluble en agua.

FT-IR (KBr, cm™): 3437 (vo—n fenol); 3058 (vc—n aromatico); 1683 (vc=o
aldehido); 1622, 1595 (vc-n tiazol); 1475, 1459, 1440 (vc=c aromatico);
1279 - 993 (8c—H aromatico); 811 - 725 (mrc—u aromatico).

1H-RMN (500 MHz, CDCls, TMS, ppm): 13.26 (br. s, 1H), 10.54 (br. s,
1H), 8.06 - 8.02 (m, 2H), 7.92 - 7.90 (m, 2H), 7.54 (m, 1H), 7.45 (m, 1H),
7.07 (t, J = 7.70 Hz, 1H).

13C-RMN (125 MHz, CDCls, TMS, ppm): 190.01, 168.39, 160.65, 151.61,
134.72, 132.72, 132.24, 127.05, 126.07, 122.57, 121.74, 119.62, 118.85,
117.26.

ESI-MS ([M+H]*). Calculado: m/z 256.04; encontrado: m/z 256.1.
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7.2.1.3. Tercera etapa: sintesis y purificacion del ligando 2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)

El intermediario (B) (98 mg, 0.38 mmol) se disolvié en 10 mL de metanol
bajo calentamiento a reflujo y agitacion constante. A la solucion amarilla
resultante se le agregd paulatinamente propano-1,3-diamina (28 mg, 32
ML, 0.38 mmol) ante lo cual y de manera inmediata la solucion inicial
adopto una coloracién naranja caracteristica. Después de 15 minutos, se
afiadio acido acético glacial gota a gota para ajustar el pH del sistema
dentro del rango &cido recomendado (4-5). Bajo estas circunstancias, se
desarroll6 la reaccion a 70°C durante 3 horas continuas. El progreso de
la reaccion fue monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF) usando
hexano/acetato de etilo (10:1, v/v) como fase mavil. Luego, la mezcla
obtenida se enfrié durante una hora y el precipitado crudo formado fue
filtrado al vacio y lavado con agua, metanol caliente y acetona helada. La
purificacion se llevé a cabo por recristalizacion usando 30 mL de una
mezcla de solventes (acetato de etilo/metanol = 2:1, v/v); de esta manera,
se recolectaron cristales anaranjados del producto de interés (C).

Rendimiento: 58 % (0.06 g)

Solubilidad a 25°C: soluble en DMF, DMSO, diclorometano, cloroformo.
Parcialmente soluble en metanol, acetonitrilo, acetona, etanol, acetato de
etilo. Insoluble en agua.

FT-IR (KBr, cm™): 3437 (vo—fenol); 3057 (vc—n aromatico); 2931 (vc—n
cadena alifatica); 2852 (vc—n imina); 1635 (vc=n imina); 1535, 1484, 1431
(uc=c aromatico); 1379 (6c—H imina); 1316 - 926 (&¢c—n aromético); 870 -
729 (1mc—n aromatico).

IH-RMN (500 MHz, CDClz, TMS, ppm): 8.62 (m, 2H), 8.47 (s, 2H), 8.08
(m, 2H), 7.96 (d, J = 7.90 Hz, 2H), 7.60 - 7.30 (br. s, 2H), 7.51 (m, 2H),
7.45 - 7.40 (m, 2H), 7.38 (m, 2H), 7.00 (t, J = 7.60 Hz, 2H), 3.86 (m, 4H),
2.30 (g, J = 6.60 Hz, 2H).

13C-RMN (125 MHz, CDCls, TMS, ppm): 169.02, 160.50, 152.21, 134.11,
133.21, 132.39, 126.09, 124.64, 122.77, 121.54, 118.07, 117.00, 116.78,
58.51, 55.29, 31.28.

ESI-MS ([M+H]*). Calculado: m/z 549.49; encontrado: m/z 549.2.

UV-VIS (MeCN, Amax, nm): 228, 449. Fluorescencia (MeCN, Aem, NmM):
557 (Aex =350 nm).
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7.2.2. Complejo quelato de cobre(ll)

7.2.2.1. Cuarta etapa: sintesis template del complejo quelato [2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’]cobre(ll) (D)

A una solucion a reflujo del precursor 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-
hidroxibenzaldehido (B) (115 mg, 0.45 mmol) disuelto en una mezcla de
cloroformo/etanol (1:10, v/v), se le agregd una cantidad estequiométrica
de propano-1,3-diamina (17 mg, 20 upL, 0.23 mmol). Después de 15
minutos de reaccion, a la solucion naranja formada de pH neutro se le
afiadio lentamente, en el transcurso de 15 minutos, acetato de cobre(ll)
monohidratado (46 mg, 0.23 mmol) disuelto en 5 mL de metanol
ligeramente caliente. Bajo estas circunstancias, se pudo observar la
formacion incipiente de un precipitado marrdn cuya cantidad aumenté con
el tiempo. La mezcla de reaccion, cuyo pH oscila de inicio a fin entre 4 y
5, se mantiene bajo reflujo a 80°C por tres horas adicionales. Después de
monitorear el progreso de la reaccion con CCF para observar el consumo
del intermediario B, la mezcla resultante se enfrié a temperatura ambiente
y posteriormente dentro de la refrigeradora durante una hora. Finalmente,
el precipitado formado fue filtrado al vacio y lavado con agua, metanol
caliente y acetona helada.

Rendimiento: 92 % (0.13 g)

Solubilidad a 25°C: parcialmente soluble en DMSO, tetrahidrofurano y
cloroformo. Solamente existe disolucién total en DMSO caliente.

FT-IR (KBr, cm™): 3436 (vo—fenol); 3054 (vc—n aromatico); 2940 (vc—n
cadena alifatica); 2850 (vc—n imina); 1612 (vc=n imina); 1549, 1498, 1434
(uc=c aromatico); 1399 (6c—H imina); 1315 - 925 (&c—n aromético); 874 -
729 (1mc—n aromatico); 534 (vcu—~ complejo); 449 (vcu—o complejo).

ESI-MS ([M]*). Calculado: m/z 610.04. Encontrado: m/z 610.2.

UV-VIS (MeCN, Amax, nm): 227, 393. Fluorescencia (MeCN, Aem, NmM):
453 (Aex = 320 nm).
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7.3. Ensayos de cristalizacién del complejo quelato de cobre(ll)
7.3.1. Método 1: evaporacion/enfriamiento gradual

En tres viales por separado y a 25°C, se intent6 disolver hasta el punto
de saturacién 5 mg del complejo quelato (D) con suficiente cantidad de
DMSO, tetrahidrofurano y cloroformo respectivamente. De esta manera,
se impulsé la evaporacion lenta de los solventes respectivos manteniendo
aproximadamente la temperatura inicial de disolucion.

De forma paralela y en tres viales diferentes, se disolvieron en caliente 5
mg del nuevo complejo (D) con suficiente cantidad de DMSO,
tetrahidrofurano y cloroformo. Después, dichas soluciones fueron
enfriadas hasta 25°C para impulsar la cristalizacion de manera gradual.

7.3.2. Método 2: difusién de vapor

Se disolvieron totalmente 5 mg del nuevo complejo de coordinacion (D)
con suficiente cantidad de DMSO en caliente. Esta solucion fue colocada
en un vial de 5 mL de capacidad. A continuacién, dentro de un segundo
vial de mayor dimension, se agregd una mezcla de metanol/agua
(solventes mas volétiles donde es insoluble el complejo) y dentro del cual
fue puesto el primer recipiente que recolecta los vapores condensados de
un sistema preferiblemente hermético.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Sintesis y purificacion
8.1.1. Ligando tipo base de Schiff

8.1.1.1. Primera etapa: sintesis y purificacion del precursor 2-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)

La obtencion del primer precursor sintético (A) fue establecida a partir de
dos metodologias sintéticas que fueron ensayadas a diferentes
condiciones experimentales. Estos procedimientos se basan en las
preparaciones previas de otros benzotiazoles (22,23). Aunque las dos
metodologias se relacionan por utilizar los mismos reactivos y solventes,
la principal diferencia radica en el uso de distintas temperaturas y tiempos
de reaccioén. Las dos rutas desarrolladas se presentan en la Tabla 1y
producen eficientemente el mismo compuesto (A).
Complementariamente, la secuencia experimental de esta primera etapa
se puede apreciar por medio de imagenes en el Anexo 12.1.

Tabla 1: Métodos experimentales relacionados a la sintesis del precursor
2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).

Metodologias Método 1 (23) | Método 2 (22)
Reaqtiga & 6.40 mmol
2-aminotiofenol
Reactivo Il
2-hidroxibenzaldehido
Catalizador:
Na2520s5
Solvente:

DMF
Solvente de extraccion:
H20

Temperatura de 130°C 110°C
reaccion (°C)
Tiempo de reaccion (h) 3h 15 h
Aspecto fisico del
producto crudo
Aspecto fisico del
producto puro Cristales cremas claros
(recristalizado)
Rendimiento del
producto puro

6.40 mmol

6.40 mmol 5.52 mmol

20 mL

50 mL

Precipitado pardo

72 % (1.05 Q)
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Las condiciones del método 1, que se presentan en el procedimiento
detallado de la parte experimental, se basan en el trabajo reportado por
Khan y colaboradores (23) para preparar el respectivo benzotiazol (A).
Esta metodologia se fundamenta en una reaccion equimolar entre 2-
aminotiofenol y 2-hidroxibenzaldehido en DMF seco. En la misma relacién
estequiométrica, se afladié metabisulfito sodico (Na2S20s) para catalizar
el medio de reaccion. Si bien es cierto que la temperatura de reaccion no
es mencionada en la referencia, tras multiples ensayos realizados se
logré sostener una sintesis a 130°C bajo reflujo durante 3 horas. El tiempo
de reaccion se establecié supervisando el progreso de la reaccion por
CCF usando hexano/acetato de etilo (10:1, v/v) como fase mévil. De esta
manera, se pudo evidenciar la formacion mayoritaria del producto
principal. La adicion de agua helada a la mezcla de reaccion permitio la
extraccibon de A mediante precipitacion del producto crudo. Cabe
mencionar que el agua favorece también la disolucion total del catalizador
remanente, el cual es muy soluble en dicho solvente (54 g/100 mL) (44).
Finalmente, el producto crudo obtenido fue recolectado por filtracion al
vacio y lavado con abundante agua.

De similar forma, se llevaron a cabo mdltiples ensayos para el método 2
gue es reportado por Chang y colaboradores (22). La diferencia
fundamental de este caso, ademas de considerar una cantidad
ligeramente menor de catalizador, radica en las condiciones
experimentales de la reaccién. Probablemente, este hecho se pueda
justificar en el propdsito de llevar a cabo una reaccién bajo circunstancias
moderadas para no alterar el rendimiento ni la pureza del producto. En
ese sentido, la Tabla 1 compara y demuestra el uso de una menor
cantidad de catalizador a una menor temperatura (110°C) con un mayor
tiempo de reaccion (aprox. 15 horas). Tanto la pureza y el rendimiento del
producto formado (A) por ambas rutas son similares, por lo que se usé en
adelante el procedimiento del método 1 reportado por Khan vy
colaboradores (23) para futuras aplicaciones por ser mas conveniente.

La purificaciéon del intermediario (A) se llevo a cabo por recristalizacion en
metanol. Con esta cantidad se logré producir y recolectar eficientemente
cristales bien definidos del derivado de benzotiazol (A) para fines de
indole sintéticos (85-90% puro).

El mecanismo de reaccidn propuesto para esta primera etapa se muestra
en la Figura 15. En base a esta propuesta, se puede describir
principalmente la sintesis del precursor A como una reaccién de
cicloadicion-condensacion catalizada por el metabisulfito de sodio
(Na2S20s). En primer lugar, se indica la formacion consecuente de
moléculas de agua a partir de la reaccion equimolar entre 2-aminotiofenol
y 2-hidroxibenzaldehido. En segundo lugar, la participacion del Na2S20s
como un agente reductor puede inhibir la potencial oxidacién del sustrato
fenadlico (A) en polimeros coloreados no deseados; este hecho se conoce
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comunmente como el pardeamiento no enzimatico o reaccion de Maillard
(45). Sin embargo, fue muy dificil controlar tal acontecimiento bajo las
condiciones experimentales desarrolladas. Por tal motivo, la
descomposicion por pardeamiento no enzimatico ha sido por lo general
un aspecto inevitable en los multiples ensayos realizados, siendo el color
de la mezcla de reaccién un respaldo principal de lo manifestado.

La cantidad del agente antioxidante (NazS20s), en relacion
estequiométrica con el resto de reactivos de la sintesis establecida
(método 1), es razonable tal cual lo describe el mecanismo de reaccion
propuesto en la Figura 15. En base a la importancia reactiva del
metabisulfito de sodio (Na2S20s), se establecio aplicar 130°C como
temperatura de reaccibn para no descomponer al mencionado
catalizador, el cual tiende a degradarse irremediablemente a
temperaturas por encima de 150°C (44).

O OH
NP o
- H O OH
NH, H cl, P
—_— N g Il

+ [l (1)

. H H H
SH SH

-Hp0
Pardeamiento no Enzimatico
A

Polimeros ot ]
Coloreados ¢H , Hy0, 057

' "

N
@: H OH
S

»

Figura 15: Propuesta del mecanismo de reaccion en la sintesis del precursor
2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).

31



8.1.1.2. Segunda etapa: sintesis y purificacién del precursor 3-
(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)

La sintesis del precursor (B) se ajusta a ciertas modificaciones que tienen
como referencia a la reaccion de Duff original (24—26). La reaccién de Duff
es una reaccion de formilacion “orto-dirigida” sobre anillos aromaticos
activados (fenoles), que utiliza hexametilentetramina (HMTA) como
reactante y un catalizador acido en exceso (26—28). La metodologia
establecida producto de multiples intentos, se desarrolla con parametros
experimentales presentados en la Tabla 2. Este procedimiento se basa
en las modificaciones reportadas por Chang I. J., Xu P., Chang C. y
colaboradores (22,29,30). Complementariamente, la secuencia
experimental de esta segunda etapa se puede apreciar por medio de
imagenes en el Anexo 12.2.

Tabla 2: Parametros experimentales relacionados a la sintesis del precursor 3-
(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B).

Metodologia Parametros
Sustrato:
Precursor (A) 2.64 mmol
Reactante: 2 64 mmol
Hexametilentetramina (HMTA) '
~ Solvente - Catalizador: 10 mL
Acido trifluoroacético (TFA)
Primera parte: o
Mecanismo clave 100°C, 6 h
Segunda parte: o
Hidrélisis (HCI 4M, 16.5 mL) 70°C, 2h
Solvente de extraccion: 50 mL
CH2Cl>
Aspecto fisico del producto Liquido viscoso color pardo
crudo
Aspecto fisico del producto Sdlido color amarillo claro
puro
Rendimiento 20 % (0.13 g)

La sintesis de B involucra una reaccién equimolar entre el precursor A
con la respectiva amina ciclica (HMTA) usando un exceso de &cido
trifluoroacético (TFA) que actia como solvente y catalizador. El
procedimiento en cuestion tiene dos partes principales que en conjunto
conforman la denominada reaccion de Duff. La primera de ellas se llevo
a cabo a 100°C bajo reflujo durante 6 horas. Este tiempo fue establecido
tras supervisar el progreso de la reaccion por CCF (eluyente: hexano)
teniendo como Unica referencia el consumo del compuesto de partida (A).
Cabe mencionar que se exploraron otros tiempos de reaccion (5, 7,8y 9
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horas) pero no se lograron alcances significativos. A continuacion, y como
segunda instancia, se completo la reaccion llevandose a cabo la hidrolisis
del intermediario final usando para ello una solucién de HCI 4M a 70°C.
Solo fue necesario 2 horas adicionales para completar la hidrolisis acida
lo cual se pudo evidenciar por la formacion de una mezcla heterogénea.
Por ultimo, se utilizd diclorometano (CH2Cl2) para la extraccion liquido-
liqguido del producto crudo. Complementariamente, se exploré el
mencionado procedimiento sintético, pero bajo atmdsfera inerte (N2) con
la esperanza de mejorar tanto la pureza como el rendimiento de reaccién
del precursor B. Sin embargo, bajo la nueva condicion experimental no se
observé ningun cambio sustancial, por lo que el procedimiento anterior se
mantuvo.

La purificacién del producto de interés (B) fue sin lugar a duda el punto
critico de toda la ruta metodolégica. Evidentemente, esta parte fue
ensayada con numerosas fases moviles, y el mejor resultado de
purificacion se establecid por cromatografia en columna (silica gel 60,
0.040-0.063 mm, hexano/acetato de etilo = 10:1, v/v). A pesar de utilizar
una columna de dimensiones considerables con la mejor fase movil y
teniendo en cuenta que el compuesto de interés (B) tiene un R¢
aproximadamente igual a 1/2, la separacion no fue del todo selectiva. En
base a lo que se demuestra en las placas de CCF vy los espectros de H-
RMN que se discutiran més adelante, lo que se recolecta es una mezcla
de dos componentes contiguos cuyas caracteristicas quimicas (Rr) son
muy similares (< 0.1 de diferencia). Esta mezcla esta constituida en mayor
proporcién por el precursor B (pureza del 75 %) y por el producto de la
formilacion en posicion “para” (pureza del 25 %) que no es reportado en
los articulos de referencia (22,29,30) (ver Figura 16). Estos compuestos
son razonablemente producidos por la reaccién de Duff debido a que el
grupo hidroxilo (OH) del sustrato (A) actia naturalmente como un director
orto-para. Finalmente, el precursor de interés (B) se obtuvo como un
solido de color amatrrillo claro con un 20 % de rendimiento.

(orto, 75%) (para, 25%)
o

Figura 16: Isémeros de posicion orto (B) y para obtenidos de la reaccion de
Duff.
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La propuesta del mecanismo de reaccion en la segunda etapa sintética
(Figura 17) esta adaptada a los trabajos de Grimblat N.; March J. y
colaboradores (28,46). Al analizar el mecanismo de forma general, se
puede observar que la sintesis se desarrolla en dos etapas
principalmente. En la primera parte, la formilacion de Duff implica una
reaccion de tipo Mannich (formacion del enlace C—C), donde la base de
Mannich del tipo B-aminocetona actia como sustrato por su resto
carbonilo inicialmente sometido a una orto-aminometilacion con
hexametilentetramina (HMTA), que a su vez sirve como el componente
amino necesario y como la fuente latente de grupos formilo. La reaccion,
que requiere catdlisis acida, se llevd a cabo en exceso de &cido
trifluoroacético (TFA) caliente e implica una serie compleja de pasos
(reposicion de la aromaticidad, reordenamiento por asistencia &cida,
reorganizacion intramolecular y transposicion de hidruros) (ver Figura 17,
1° Parte). Es menester destacar para la primera parte, que luego de haber
hecho pruebas exploratorias con acido acético, se establecio trabajar con
TFA por ser un &cido mucho mas fuerte y por demostrar mejores
resultados. Finalmente, se utilizé HCI en medio acuoso para impulsar
como Uultima etapa una reaccion de hidrolisis sobre el intermediario
principal, lo que lleva al producto de interés (B) (ver Figura 17, 2° Parte).

Al estudiar el mecanismo propuesto para esta segunda etapa sintética, se
puede justificar la participacibn de los diferentes parametros
experimentales en cuestion, entre ellos, destaca el uso razonable de la
relacion estequiométrica (1:1) entre el sustrato fendlico (A) y la
hexametilentetramina (HMTA) lo cual evitaria una posible diformilacién.

Por otro lado, dentro del mecanismo propuesto de la Figura 17, es viable
la posibilidad de una competencia por la formilacibn de Duff “para-
dirigida”, pues como ya se menciond, el grupo hidroxilo (OH) del sustrato
A puede actuar también como un director para. Naturalmente, esta
competencia le resta regioselectividad a la reaccion de Duff desarrollada,
por ende, es evidente obtener rendimientos bajos del producto de interés
(B) (20 %).
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Figura 17: Propuesta del mecanismo de reaccion en la sintesis del precursor
3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B) (28,46).
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8.1.1.3. Tercera etapa: sintesis y purificacion del ligando 2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)

El ligando del tipo base de Schiff (C), propuesto como un ejemplar
tetradentado y simétrico con dos restos de benzotiazol, no ha sido
reportado hasta la fecha. La sintesis de este compuesto se basé en una
reaccion de condensacion para formar el grupo funcional imina, que se
conoce comunmente como base de Schiff (RiIR2C=N—R3) (31). Por lo
general, estos compuestos se originan cuando aldehidos o cetonas
reaccionan reversiblemente con una amina primaria bajo catélisis acida
y/o por calentamiento moderado; de esta manera, se produce la base en
cuestion y la pérdida consecuente de moléculas de agua (31,32).
Particularmente, la tercera etapa se llevé a cabo por una doble reaccion
de condensacién simultdnea que fue impulsada por los dos grupos
aminos (R—NH2) de una diamina aciclica primaria. La metodologia
establecida, cuyos pardmetros experimentales se describen en la Tabla
3, fue adaptada principalmente de sintesis similares (17,19-22,33-36).
Para complementar el trabajo propuesto, la secuencia experimental de
esta tercera etapa se puede apreciar por medio de imagenes en el Anexo
12.3.

Tabla 3: Parametros experimentales relacionados a la sintesis del ligando 2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).

Metodologia Parametros
Sustrato:
Precursor (B) 0.38 mmol
Diamina aciclica primaria: 0.38 mmol (en exceso)
Propano-1,3-diamina
Catalizador:
Acido acético glacial pH (4-5)
Solvente:
Metanol 10'mL
Temperatura de reaccién (°C) 70°C
Tiempo de reaccion (h) 3h
Aspecto fisico del producto Precipitado anaranjado
crudo
Aspecto f|3|r§:3r(c)iel producto Cristales anaranjados
Rendimiento 58 % (0.06 g)

En base a lo anterior expuesto, se presenta un procedimiento
experimental en donde el aldehido de interés (B), previamente obtenido
por la reaccion de Duff y considerando su porcentaje de pureza, reacciona
por condensacion con un exceso de propano-1,3-diamina en la relacion
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molar (2:1) tal como se plantea en el mecanismo propuesto de la Figura
18. En esta parte, tras multiples ensayos, se establecio el uso de metanol
como el mejor solvente para desarrollar la reaccién bajo reflujo a una
temperatura de 70°C. Seguidamente, se utilizé acido acético glacial como
catalizador para ajustar el pH de la solucién dentro del rango &cido
recomendado (4-5) (31), y esto mejoro considerablemente el rendimiento
de la reaccion. Después de tres horas de reaccion, el ligando (C) fue
separado de la solucién por precipitacion como un solido anaranjado.

La purificacion del ligando en cuestion (C) se intentd alcanzar por
recristalizacién en una mezcla de solventes (acetato de etilo/metanol =
2:1, viv). Como resultado de la técnica, se recolectaron pequefios
cristales de color anaranjado. A pesar de someter el producto de reaccion
a una recristalizacion, la pureza del ligando de interés (C) es todavia un
aspecto a mejorar ya que otra molécula (formada a partir de la reaccién
del aldehido en el isémero para con la propano-1,3-diamina) co-cristaliza
con el ligando de interés (C). Esto se explica pues el reactivo inicial
contiene una mezcla de aldehidos (isbmeros orto y para) que reaccionan
al mismo tiempo por condensacion, por ende, los respectivos productos
son dificilmente separables. Esto se demuestra mas adelante en la
caracterizacion por espectroscopia de *H-RMN.

La propuesta del mecanismo de reaccion en la tercera etapa sintética
(Figura 18) es adaptada a los fundamentos tedricos de Wade L. G. y
March J. (31,46). Al analizar el mecanismo propuesto, se puede
argumentar que la sintesis se desarrolla esencialmente en dos pasos
continuos dentro de una doble reaccion de condensacion simultanea. En
la primera parte, se describe la posibilidad de una adicion nucleofilica
impulsada por el atague de la amina en exceso sobre el grupo carbonilo
del sustrato (B). Este camino conlleva a la formacion transitoria de un
intermediario inestable denominado carbinolamina o hemiaminal. Por
altimo, en una segunda etapa, se puede apreciar la condensacion del
intermediario respectivo gracias al efecto catalitico del acido acético
glacial dentro del pH acido recomendado (4-5), todo esto conlleva a la
formacién del producto final de interés (C). En base al mecanismo
propuesto, se puede argumentar también la razén de emplear un exceso
de la diamina correspondiente, y es que, al tratarse de una reaccion
naturalmente reversible, fue conveniente desplazar el equilibrio en la
direccion deseada aplicando el principio de Le Chatelier. Por ultimo y no
menos importante, se debe destacar también la participacién del
catalizador acido como pieza fundamental en el mecanismo de reaccion.
De esta manera, el acido acético impulsaria la condensacion final
mediante la transferencia de protones al intermediario inestable
carbinolamina.
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Figura 18: Propuesta del mecanismo de reaccién en la sintesis del ligando
2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol]
(C) (31,46).
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8.1.2. Complejo quelato de cobre(ll)

8.1.2.1. Cuarta etapa: sintesis template del complejo quelato [2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’]cobre(ll) (D)

La sintesis del complejo de cobre(ll) (D) consiste en la aplicacion del
efecto template o “plantilla” del centro metalico (Cu?*). Cabe mencionar
gue esta alternativa se basa en adaptaciones de muchos trabajos y
publicaciones (19-21,33,34,37-41) que guardan estrecha relacion con la
metodologia sintética establecida. En resumen, la sintesis se basa en una
reaccion template muy eficiente (con un 92 % de rendimiento), que utiliza
como sustrato al precursor B para producir el mencionado complejo de
interés (D) en un solo paso concertado, y sin necesidad de la sintesis
previa del ligando tipo base de Schiff (C). La Tabla 4 presenta los
pardmetros experimentales aplicados; y el Anexo 12.4, la secuencia
experimental de esta etapa por medio de imagenes.

Tabla 4: Pardmetros experimentales relacionados a la sintesis del complejo
quelato [2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-
ifenolato]-«*-N,N’,0,0cobre(ll) (D).

Metodologia Parametros
Sustrato:
Precursor (B) 0.45 mmol
Diamina aciclica primaria:
Propano-1,3-diamina 0.23 mmol
Plantilla:
Cu(CHsCOO)2-H20 0.23 mmol
Solvente: 16 mL
CHCI3:EtOH:MeOH (1:10:5)
Temperatura de reaccién (°C) 80°C
Tiempo de reaccion (h) 3h
Aspecto fisico del producto Precipitado marrén
crudo P
Aspecto fisico del producto Cristales marrones
puro
Rendimiento 92 % (0.13 g)

El procedimiento experimental de esta etapa utiliza el aldehido principal
(B) con su respectivo porcentaje de pureza (75 %). La reaccion se
desarrolla con propano-1,3-diamina en la relacion molar (2:1) sobre una
mezcla de cloroformo/etanol (1:10, v/v). Después de 15 minutos de
reaccion, a la solucion naranja formada de pH neutro se le afiadio
lentamente acetato de cobre(ll) disuelto en 5 mL de metanol. Bajo estas
circunstancias, se pudo observar la formacion incipiente de un precipitado
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marrén cuya cantidad aumento con el tiempo. La mezcla de reaccion cuyo
pH se encontré de inicio a fin entre 4 y 5, se desarrollé bajo reflujo a 80°C
por tres horas adicionales. Cabe mencionar que el tiempo fue establecido
por CCF tras observar solamente el consumo total del aldehido principal
B (isbmero orto). Evidentemente, la sefial que representa al otro aldehido
(isbmero para) permanecié en el sistema sin reaccionar. Es importante
mencionar que el efecto template establecido fue necesario para
aumentar la regioselectividad de la ruta metodoldgica principal, la cual
conlleva al objetivo central que es sintetizar eficientemente el complejo de
interés (D). Es por esta raz6n que no se optd por la reaccion de doble
desplazamiento (ruta convencional) entre la especie metalica (Cu?*) y el
ligando tipo base de Schiff (C) previamente sintetizado.

La propuesta del mecanismo de reaccion en la cuarta etapa sintética
(Figura 19) es adaptada de los fundamentos teoricos de Wade L. G. y
March J. (31,46) y de los trabajos ya reportados por diversos autores (19—
21,33,34,37-41). Esta propuesta describe la sintesis como una reaccion
de efecto template o “plantilla” dentro de una sola etapa muy eficiente que
conduce la formacion del complejo quelato (D). A manera de hipotesis, un
paso previo contemplaria la formacion transitoria del intermediario
inestable carbinolamina, el cual, como en el mecanismo anterior
(formacién del ligando base de Schiff, ver Figura 18), justifica una
reaccion reversible de adicién nucleofilica. Inmediatamente después, se
manifiesta la participacion oportuna de la especie Cu?* con su respectivo
efecto template, en donde ademas la estequiometria y el caracter basico
del contraion acetato (CH3COO") desempefian un papel determinante
dentro de la ruta quimica propuesta. Como es de esperarse, la mezcla
final de reaccién presenta un pH acido por la correspondiente formacion
de acido acético (CH3COOH) que en paralelo impulsa también una
reaccion de condensacién. Es fundamental mencionar que la destacada
regioselectividad del efecto template por el aldehido B (isémero orto) se
justificaria en la formacién eficiente del producto mas estable (complejo
guelato) tal como se propone en el mecanismo de la Figura 19.

Es pertinente mencionar que los agregados de coordinacion formados
instantaneamente se vuelven por naturaleza altamente insolubles con
respecto al sistema de solventes cuya capa de solvatacion va perdiendo
movilidad y entropia (AS < 0). Esto ultimo probablemente se justifique en
las altas energias de enlace por coordinacién (formacion de quelatos), y
al efecto hidrofébico m—r1r que los restos de benzotiazol pueden fomentar
en el ambiente estructural. Naturalmente y a consecuencia de la perdida
de entropia que experimenta la capa de solvatacion, se puede producir
de forma espontanea un proceso de autoensamblaje que es
termodinamicamente favorable (AG < 0). En otras palabras, es posible la
formacion de un complejo neutro con residuos hidrofébicos que causan la
baja solubilidad (precipitacion) en el medio de reaccion.
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Figura 19: Propuesta del mecanismo de reaccion en la sintesis del complejo
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8.1.2.2. Ensayos de cristalizacién

Método 1: evaporacion/enfriamiento gradual

Resultado: Después de un mes, se observo la precipitacion de un
sélido color marron en las soluciones de cloroformo vy
tetrahidrofurano; para el caso del DMSO no se obtuvo cristalizacion
alguna en el tiempo mencionado; sin embargo, la posibilidad de un
resultado positivo sigue latente para el futuro mas préximo.

Método 2: difusion de vapor
Resultado: Al cabo de dos a tres semanas, sin perturbar el
sistema, se lograron recolectar monocristales de color marron

oscuro tal como se pueden evidenciar en las fotografias del Anexo
12.5.
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8.2. Caracterizacion

Los precursores sintéticos (A, B), el ligando tipo base de Schiff (C) y el
complejo quelato (D) fueron caracterizados por espectroscopia infrarroja
(IR), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) vy
espectrometria de masas (ESI-MS). Complementariamente, el ligando C
y el complejo D fueron analizados por espectroscopias UV-VIS y de
fluorescencia. La asignacion de las sefiales en los espectros *H-RMN fue
directa; sin embargo, para la asignacion en los espectros 3C-RMN fue
necesario recurrir a las técnicas bidimensionales *H-13C HSQC y 'H-H
COSY para un mejor estudio. Asimismo, es pertinente aclarar que las
asignaciones realizadas para todos los casos mediante RMN se
presentan como numeraciones arbitrarias basadas principalmente en el
orden de aparicidon de las sefales del carbono (de menor a mayor
desplazamiento quimico, d) de los espectros 1*C-RMN.

8.2.1. Primer precursor sintético 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)
8.2.1.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

En la Figura 20 se presenta el espectro completo FT-IR (KBr) del
precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A), mientras que en la Tabla 5 se
resumen las asignaciones de las principales bandas de absorcion IR en
ndmeros de onda (cm) correspondientes a los grupos funcionales de la
molécula. Para la asignacion se emplearon los argumentos tedricos de
diferentes autores (47,48).

Dentro de la region caracteristica de los grupos funcionales (aprox. 4000-
1600 cm?) en el espectro mencionado, se observa la vibracién
correspondiente al estiramiento del O—H fendlico a 3450 cm™ como una
banda ancha y de intensidad caracteristica que permite confirmar la
formacioén del producto deseado (A) después del proceso de secado. Por
tal, se descarta la posibilidad de interferencia por parte del agua de lavado
y/o metanol de recristalizacion. Asimismo, dentro de esta region destaca
la sefal poca intensa correspondiente al estiramiento C—H aromatico a
3058 cm.

Entre la zona de grupos funcionales y la region de huellas dactilares
(1600-1000 cm), sobresale las vibraciones pertenecientes al
estiramiento del grupo C=N del tiazol a 1623 y 1590 cm™*. Estas sefiales,
desde el punto de vista sintético, son las mas importantes porque
permiten elucidar y confirmar la correcta formacion del precursor A.
Seguidamente, se observan las vibraciones del estiramiento C=C
aromatico comprendidas entre 1487 (s), 1439 y 1405 cm™. A menores
frecuencias, destaca la flexion O—H en el plano del fenol a 1316 cm™ con
una intensidad media. Lo mismo sucede con las sefiales a 1272 y 1262
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cm* correspondientes a la flexion C—H en el plano del anillo fendlico.
También, sobresale el estiramiento C—O del fenol a 1220 cm?; y las
bandas a 1034 y 974 cm™! pertenecientes a la flexion C—H en el plano
del anillo benzotiazol.

Finalmente, dentro de la regiéon aromatica (900-675 cm™), destacan las
bandas caracteristicas a las flexiones C—H fuera del plano, a 818 cm*
para el caso del fenol, y a 757, 742 (s) y 734 cm™ para el respectivo anillo
benzotiazol.

Tabla 5: Asignaciones de las principales bandas de absorcion FT-IR (KBr) del
precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).

2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)

Tipos de vibraciones IR Bandas de absorcion FT-IR
(grupo estructural) (cm™)
v 3450
Fenol
U(C—H)
Aromatico 3058
ey 1623, 1590
Tiazol
ue=c) 1487, 1439, 1405
Aromatico
G(o—t) 1316
Fenol
O(C—H)
Aromatico/Fenol 1272, 1262
/) 1220
Fenol
O(C—H)
Aromatico/Benzotiazol 1034, 974
TT(C—H)
Aromatico/Fenol 818
T(C—H) 757, 742, 734

Aromatico/Benzotiazol
Considérese las siguientes abreviaturas;
v: estiramiento
&: flexion en el plano
m: flexion fuera del plano
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Figura 20: Espectro FT-IR (KBr) del precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).
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8.2.1.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Un andlisis al detalle del presente precursor sintético (A), mediante la
espectrometria de resonancia magnética nuclear, ha permitido
satisfactoriamente procesar y asignar los restos organicos principales de
la molécula en cuestion. La Tabla 6 presenta a modo de resumen las
correspondientes asignaciones estructurales del 2-(1,3-benzotiazol-2-
ifenol (A) por medio de los datos RMN tomados en CDCls. Asi mismo,
las Figuras 21 y 22 presentan los espectros RMN que sostienen el
analisis mencionado.

Tabla 6: Compendio de los datos obtenidos de los analisis espectrales RMN
del 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A) tomados en CDCl; y a 25°C.

2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)
B B - 3JH—H 'H—'H
Chum (bpm) (bpm) Multiplicidad (H2) COSY
1 116.73 - - - -
2 117.81 7.12 Doblete(d) 7.90 Ho—Ho
3 119.46 6.96 Triplete(t) 7.50x(2) | Hz—Hsg
4 121.45 7.89 Doblete(d) 7.90 Ha—Hs6 7
5 122.12 7.99 Doblete(d) 8.20 Hs—Hap7
6 125.48 7.40 Multiplete(m) - He<>Ha,s5,7
7 126.63 7.51 Triplete(t) 7.70x(2) | H7—Hagse
8 128.36 7.69 Doblete(d) 7.80 He«H3
9 132.53 7.40 Multiplete(m) - HoH2 3
10 132.70 - - - -
11 151.78 - = - -
12 157.89 | 12.53(0OH) | Singulete(s) - -
13 169.31 - - - -

El andlisis por resonancia magnética nuclear *H-RMN del precursor A
demuestra en general dos zonas caracteristicas y bien delimitadas; la
primera de ellas, establece una serie de protones naturalmente
aromaticos (rango de 6.5-8.5 ppm) los cuales, en base a las condiciones
instrumentales y a la disposicion estructural de la molécula, evidencian
fundamentalmente acoplamientos de parte de sus vecinos en posicion
orto (6-10 Hz). La otra region, a campo mas bajo y con un mayor
desplazamiento quimico (6, 12.53 ppm), contiene a otra sefial
caracteristica cuyo perfil espectral sin acoplamiento (singulete ancho)
propone la presencia de un proton hidroxilico (OH). Es importante
mencionar que las integrales de las sefiales toman como referencia
principal al Hs (integracion = 1.00) por estar en posicion orto respecto al
grupo OH en la molécula A, y porque dicha sefial tendra un papel
determinante en los espectros 'H-RMN de los préximos compuestos en
los cuales deberia permanecer como una constante.
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Por su parte, el estudio por resonancia magnética nuclear del carbono-13
(*3*C-RMN) avala lo anteriormente discutido, mostrando en esencia
carbonos del tipo arométicos (rango de 110-140 ppm), de los cuales
algunos (Cis, Ci12, C11) presentan mayores desplazamientos a campo bajo
por el simple hecho de estar enlazados directamente a heteroatomos
electronegativos (N, O, S). En conclusion, después de analizar los
espectros RMN monodimensionales (*H-RMN y 3C-RMN) que se
exponen en la Figura 21, y al contrastarlos con las referencias
bibliograficas (30,47), se puede establecer la confirmacién del presente
precursor sintético (A) de muy buena pureza que es reflejada por las
integrales de las sefiales respectivas del espectro H-RMN.
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Figura 21: Espectros monodimensionales de resonancia magnética nuclear
(*H-RMN y ¥C-RMN) del precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).

Por otro lado, la asignacion completa se ha logrado por medio del analisis
de los espectros bidimensionales de resonancia magnética nuclear que
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se presentan en la Figura 22 y cuyos datos se resumen en la Tabla 6.
Los datos muestran las interacciones 3C-'H y 'H-'H a través de las
técnicas HSQC y COSY respectivamente. Con estos, se logré asignar los
protones H2 y Hs orientados, con referencia al OH, en las posiciones orto
y para respectivamente.
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Figura 22: Espectros bidimensionales de resonancia magnética nuclear (*H-
13C HSQC-RMN y H-'H COSY-RMN) del precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-
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8.2.1.3. Espectrometria de masas

La presente espectrometria ha permitido confirmar la presencia del
precursor sintético A. En base a la técnica empleada (ESI-MS), en donde
se asume una escasa fragmentacion inicial, y en donde solo se reflejan
los resultados de una leve ionizacion, es pertinente destacar las sefiales
espectrales correspondientes a los iones aductos (positivos: [M+H]* y
[M+Na]*) que revelan la masa molecular del precursor 2-(1,3-benzotiazol-
2-il)fenol (A). Las sefiales dentro de la zona activa de la relacion m/z (300-
400) solo reflejan la participacién del blanco (BK) con sus respectivos
iones. En general, los datos obtenidos se resumen en la Tabla 7, y los
mismos son avalados por el correspondiente espectro registrado en la
Figura 23, que ademas son cotejados con la literatura pertinente (23,49).

Tabla 7: Datos de la espectrometria de masas (ESI-MS) del precursor 2-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol (A).

2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)
Masa molecular exacta (M): 227.04 g/mol
lones Aductos Relacion m/z Relacion m/z Intensidad
calculada encontrada (x10°)
[M+H]* 228.04 228.1 1.25
[M+Na]* 250.04 250.1 0.25
\n;elr; +MS, 0.0-2.0min #(1-218)
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Figura 23: Espectro ESI-MS del precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenaol (A).
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8.2.2. Segundo  precursor sintético  3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-
hidroxibenzaldehido (B)

8.2.2.1. Espectroscopiainfrarroja (FT-IR)

La Figura 24 muestra el espectro completo FT-IR (KBr) del precursor 3-
(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B), mientras que en la Tabla
8 se asignan las principales bandas de absorcion IR en nimeros de onda
(cm™) correspondientes a los grupos funcionales de la molécula. Para
dicha asignacion se emplearon los argumentos teéricos de diferentes
autores (47,48).

En la regidn caracteristica de los grupos funcionales (aprox. 4000-1600
cm) del espectro mencionado, se observa la vibracién correspondiente
al estiramiento del O—H fendlico que ha disminuido a 3437 cm* con
respecto a 3450 cm del precursor A. Su intensidad es practicamente la
misma pero la sefial se desplaza a menores frecuencias debido al efecto
gue ejerceria el puente de hidrégeno intramolecular provocado por la
disposicion estructural del precursor de interés (B). La interferencia por
solventes acuosos provenientes de la etapa sintética (hidrolisis) es una
posibilidad, sin embargo, no es un hecho que altere significativamente el
analisis. Asimismo, dentro de esta region destaca la sefial poco intensa
correspondiente al estiramiento C—H aromatico a 3058 cm? y
principalmente la del correspondiente aldehido (C—H) a 2870y 2765 cm-
1, También, es pertinente destacar como evidencia principal a la sefial
1683 cm que representaria al estiramiento C=0 del aldehido de interés
(B). La presencia de insaturaciones, anillos arométicos y/o grupos
funcionales vecinos pueden alterar la frecuencia de absorcion del grupo
carbonilo en aldehidos similares. Un ejemplo de referencia seria el
salicilaldehido, un aldehido aromatico con un grupo OH en posicién orto
cuyo estiramiento C=0 vibra a 1666 cm™ (47), una sefial muy cercana al
presente caso (1683 cm™). Por tal motivo, las Ultimas sefiales en
discusion confirmarian la formacion del precursor B como un aldehido
aromatico con un grupo hidroxilo (OH) en posicion orto. Cerca de la sefial
principal (1683 cm), se superpone una pequefia banda a 1701 cm™ que
podria representar el otro aldehido obtenido (isémero para). Por ultimo,
sobresalen en esta regién las vibraciones pertenecientes al estiramiento
del grupo C=N a 1622 y 1595 cm! propias del esqueleto de benzotiazol.

Por otro lado, en la zona de huellas dactilares (1600-1000 cm™), destacan
las vibraciones del estiramiento C=C aromatico comprendidas entre 1475,
1459 y 1440 cm®. Ademas, destaca la flexion C—H en el plano del
aldehido (B) a 1393 cm con una intensidad leve pero caracteristica. Igual
sucede con las sefiales a 1279 y 1260 cm* correspondientes a la flexion
C—H en el plano del anillo fendlico. Asimismo, se puede distinguir aun el
estiramiento C—O del fenol a 1225 cm™, y las bandas a 1038, 1013 y 993
cm pertenecientes a la flexion C—H en el plano del anillo benzotiazol.
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Finalmente, dentro de la regiéon aromatica (900-675 cm), destacan las
bandas caracteristicas a las flexiones C—H fuera del plano, a 811 cm*
para el caso del fenol, y a 756, 745 y 725 cm™ para el respectivo anillo
benzotiazol.

Tabla 8: Asignaciones de las principales bandas de absorcion FT-IR (KBr) del
precursor 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B).

3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)
Tipos de vibraciones IR Bandas de absorcion FT-IR
(grupo estructural) (cm™)
O(0—H) 3437
Fenol
U(C—H)
Aromatico 3058
U(C—H)
Aldehido 2810, 2765
O(c=0) *
Aldehido 1683
O(e=N) 1622, 1595
Tiazol
ve=0) 1475, 1459, 1440
Aromatico
O(C—H)
Aldehido 1393
O(C—H)
Aromatico/Fenol 1279, 1260
v 1225
Fenol
O(C—H)
Aromatico/Benzotiazol 1038, 1013, 993
TT(C—H)
Aromatico/Fenol 811
TT(C—H)
Aromatico/Benzotiazol 756,745, 725
Considérese las siguientes abreviaturas;
v: estiramiento
&: flexion en el plano
m: flexion fuera del plano

*Superpuesto con la banda 1701 (w) que representa a la vibracion vc-oy de

su respectivo isbmero “para’”.
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8.2.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los problemas con la purificacion del precursor sintético B dificultaron el
analisis por resonancia magnética nuclear (RMN). Sin embargo, con los
datos obtenidos y teniendo como referencia fundamental al precursor A,
ha sido posible el procesamiento y la asignacion estructural de la
molécula en cuestion (B) teniendo como referencia algunos trabajos
previos (30,47). La Tabla 9 presenta un resumen con las
correspondientes asignaciones estructurales del 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-
2-hidroxibenzaldehido (B) a partir de los datos RMN tomados en CDCls.
Asimismo, las Figuras 25y 26 presentan los espectros que sostienen el
analisis mencionado.

Tabla 9: Compendio de los datos obtenidos de los analisis espectrales RMN
del 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B) tomados en CDCl; y a

25°C.
3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)
&c SH /7 3JH—H 'H—H
Chum (bpm) (bpm) Multiplicidad (H2) COSY
1 117.26 : = - -
2 118.85 - - - -
3 119.62 7.07 Triplete(t) 7.70x(2) | H3oHsyg
4 121.74 8.02 Multiplete(m) - Ha—He
5 122.57 8.06 Multiplete(m) - Hs—H7
6 126.07 7.45 Multiplete(m) - He<—Ha
7 127.05 7.54 Multiplete(m) - H7—Hsg
8 132.24 7.90 Multiplete(m) - Hs—Hs
9 132.72 7.92 Multiplete(m) - HooHs
10 134.72 - - - -
11 151.61 - - - -
Singulete
12 160.65 | 13.26(OH) ancho(br.s) - -
13 168.39 - - - -
Singulete
14 190.01 | 10.54(CHO) ancho(br.s) - -

El andlisis del espectro H-RMN (Figura 25) demuestra, en primer lugar,
la presencia de impurezas (representadas por la sefal H2) las cuales
ocasionan considerables interferencias. Dichas impurezas
corresponderian naturalmente al otro aldehido (isémero para) producto
de la limitada regioselectividad de la reaccién de Duff. En segundo lugar,
del mismo analisis es posible destacar dos sefiales anchas, sin
acoplamientos, y a campo bajo que evidencia pronunciada desproteccion
de los correspondientes protones (*H) de los grupos OH (6, 13.26 ppm) y
CHO (8, 10.54 ppm). En base a estos desplazamientos quimicos, se
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justificaria ademas una interaccion importante entre ambos restos
organicos (OH y CHO) mediante un posible puente de hidrégeno
intramolecular. El espectro H-RMN establece también una serie de
protones naturalmente aromaticos (rango de 6.5-8.5 ppm) en los cuales
la multiplicidad no esta bien definida por la interferencia del otro aldehido
(isbmero para) con sefiales a desplazamientos quimicos muy similares.
La sefial Hz (triplete, 3Jn-H=7.7 Hz), que es el Unico protén aromatico sin
interferencia, ha permitido fundamentalmente evidenciar la existencia del
aldehido B (isdbmero orto). Asimismo, ha servido como referencia para
establecer las integraciones del resto de sefales principales.

Por intermedio de las integraciones de los protones Hs (isomero orto) y Hz
(isémero para) que se aprecian en la Figura 25, se puede establecer
también que el aldehido principal B (isémero orto), dentro de la mezcla
obtenida, representa aproximadamente el 75 % del total; es decir,
predomina en cantidad sobre el otro isomero. Este valor numérico (grado
de pureza) es importante porque permite calcular aproximadamente el
rendimiento global de la formilacion de Duff orto-dirigida (20 %).

Por otro lado, el estudio por resonancia magnética nuclear del carbono-
13 (3C-RMN) mediante su respectivo espectro (Figura 25) avala lo
anteriormente discutido, mostrando en esencia carbonos del tipo
aromaticos (rango de 110-140 ppm), de los cuales algunos (Ci3, Ci2, C11)
presentan un mayor desplazamiento a campos bajos por el simple hecho
de estar enlazados directamente a heteroatomos electronegativos (N, O,
S). Es oportuno destacar también la sefial a 190.01 ppm (C14 a campo
bajo) que avala la presencia del grupo formilo (CHO) dentro de la
estructura del compuesto B.
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La asignacion se complementd con los espectros bidimensionales de
resonancia magnética nuclear que se presentan en la Figura 26 y cuyos
datos se resumen en la Tabla 9. Estos datos permiten observar las
interacciones 13C-H y 'H-'H a través de las técnicas HSQC y COSY
respectivamente. Por medio de la técnica HSQC, a pesar de las discutidas
interferencias del espectro del protén (*H-RMN), se ha logrado establecer
las diferentes interacciones que justifican las asignaciones contempladas
en la Tabla 9 y en la estructura presentada por la Figura 26. Asimismo,
en base a la técnica COSY, es importante destacar una sefial muy notoria
gue evidencia las correlaciones del protén Hs (posicion para respecto al
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OH) con los protones Hs y Ho; de esta manera, se puede establecer que
el precursor B (isbmero orto) destaca sobre el otro aldehido (isémero
para) dentro de la mezcla analizada.
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F!}!! 120
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Figura 26: Espectros bidimensionales de resonancia magnética nuclear (*H-
13C HSQC-RMN y H-'H COSY-RMN) del precursor 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-
hidroxibenzaldehido (B).
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8.2.2.3. Espectrometria de masas

La presente espectrometria ha permitido confirmar, en términos
generales, la presencia del precursor sintético B. En base a la técnica
empleada (ESI-MS), en donde solo se reflejan los resultados de una leve
ionizacién, destacan las sefiales espectrales correspondientes a los iones
aductos positivos ([M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*) que revelan la masa
molecular del precursor 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido
(B). El resto de sefales solo evidencian los iones del blanco (BK)
respectivo. Dichas sefales se resumen en la Tabla 10, y los mismos son
avalados por el correspondiente espectro registrado en la Figura 27, que
ademas son cotejados con la literatura pertinente (22,29,49). Es
importante mencionar que esta técnica no permite distinguir un isémero
del otro pero esto no representd mayor obstaculo para la confirmacién
estructural mediante la masa molecular (M).

Tabla 10: Datos de la espectrometria de masas (ESI-MS) del precursor 3-(1,3-
benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B).

3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)
Masa molecular exacta (M): 255.04 g/mol
Relacion m/z Relacion m/z Intensidad
lones Aductos 6
calculada encontrada (x10°)
[M+H]* 256.04 256.1 0.50
[M+Na]* 278.04 278.1 1.50
[M+K]* 294.04 294.0 0.30
In:(elnosA +MS, 0.0-2.0min #(1-204)
BK 3533 s
o 369.3 400.4
3143
Y i 3363
24 4134 4233 1654
100 150 250 300 350 400 450 500 m'z
|mxelnose. +MS, 0.0-2.0min #(1-203)
151 B 278.1
104
054 256.1
294.0
ool 193 LA iocs 203 33 36523752 05 4134
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Figura 27: Espectro ESI-MS del precursor 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-
hidroxibenzaldehido (B).
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8.2.3. Ligando tipo base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol]
(©)

8.2.3.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La Figura 28 muestra el espectro completo FT-IR (KBr) del ligando tipo
base de Schiff 2,2'-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C), mientras que en la Tabla 11 se presentan las
asignaciones de las principales bandas de absorcion IR en nimeros de
onda (cm) correspondientes a los grupos funcionales de una nueva
molécula organica. La asignacion de estas sefiales esta basada en los
argumentos tedricos de dicha espectroscopia (47,48) y en los reportes
experimentales de moléculas similares (bases de Schiff) (17,19-22,33—
36).

En la region de grupos funcionales (aprox. 4000-1600 cm™) del espectro
mencionado, se observa la vibracion correspondiente al estiramiento del
O—H fendlico que se ha mantenido a 3437 cm con respecto al precursor
(B). Su perfil es casi igual, asi como también, su desplazamiento a
menores frecuencias producto del efecto que posiblemente ejerce el
puente de hidrogeno intramolecular en la disposicion estructural del
nuevo ligando tipo imina (C). Opcionalmente, esta sefial podria ser
atribuida al metanol usado tanto en la sintesis como en la purificacion por
recristalizacién. Dentro de esta region destaca principalmente la sefial
poco intensa correspondiente al estiramiento C—H de la cadena alifatica
—(CH2)s— a 2931 cm, procedente de la propano-1,3-diamina, y del
mismo modo, la vibracion ovc—H) perteneciente a la base de Schiff
(H—C=N) a 2852 cm™. Estas Ultimas bandas son importantes porque
confirmarian la presencia del grupo funcional imina tras realizar la debida
comparacion de espectros con el precursor B. El cambio estructural a
imina se confirma notablemente con la evidencia de la sefial a 1635 cm*
que representaria el estiramiento C=N del ligando en cuestion (C), muy
diferente a la banda del estiramiento C=0 del aldehido B (originalmente
a 1683 cm™), por tal, esto confirmaria el cambio a nivel estructural que
conlleva a proponer la posible formacion del ligando tipo base de Schiff
(C). Esta banda en particular, al ser muy intensa y ligeramente ancha,
apantalla l6gicamente a la sefial proveniente del estiramiento vc=n) del
grupo tiazol (que deberia vibrar a 1622 cm); por tal motivo, esta Gltima
no se distingue dentro del espectro presentado en la Figura 28.

Por otro lado, en la zona de huellas dactilares (1600-1000 cm™) se
observan las vibraciones del estiramiento C=C aromatico comprendidas
entre 1535, 1484 y 1431 cm; ademas, destaca la flexion C—H en el
plano de la imina (C) a 1379 cm™? con una intensidad leve pero
caracteristica. Igual sucede con las sefales a 1316 y 1297 cm
correspondientes a la flexion C—H en el plano del anillo fendlico.
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Asimismo, se puede distinguir aun el estiramiento C—O del fenol a 1235
cm?, y las bandas a 1170, 1125, 1033, 1012 y 926 cm™! pertenecientes a
la flexion C—H en el plano del anillo de benzotiazol.

Finalmente, dentro de la regién aromatica (900-675 cm?), destacan las
bandas caracteristicas a las flexiones C—H fuera del plano, a 870 y 810
cm* para el caso del fenol, y a 759 y 729 cm™ para el respectivo anillo de
benzotiazol.

Tabla 11: Asignaciones de las principales bandas de absorcién FT-IR (KBr) del
ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C).

2,2’ {propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)

Tipos de vibraciones IR Bandas de absorciéon FT-IR
(grupo estructural) (cm™)
oy 3437
Fenol
U(C—H)
Aromatico 3057
U(C—H)
Cadena Alifatica —(CHz)s— 2931
U(C—H)
Base de Schiff (H—C=N) 2852
U(c=N)
Base de Schiff (H—C=N) 1635
i 1535, 1484, 1431
Aromatico
O(C—H)
Base de Schiff (H—C=N) 1379
O(C—H)
Aromatico/Fenol 1316, 1297
o 1235
Fenol
O(C—H)
Aromatico/Benzotiazol 1170, 1125, 1033, 1012, 926
m(C—H)
Aromatico/Fenol 870, 810
gy 759, 729

Aromatico/Benzotiazol
Considérese las siguientes abreviaturas;
v: estiramiento
o: flexion en el plano
= flexion fuera del plano
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Figura 28: Espectro FT-IR (KBr) del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).
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8.2.3.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Nuevamente, la impureza presente en C dificultd el andlisis; sin embargo,
en base a los precursores sintéticos (A, B), ha sido posible el
procesamiento y la asignacion estructural de el nuevo ligando
tetradentado y simétrico (de 24 protones en total) (C) teniendo como
referencia compuestos similares (bases de Schiff) (21,22,40,47). La
Tabla 12 presenta los datos RMN tomados en CDCIs. Asimismo, las
Figuras 29 y 30 presentan los espectros RMN correspondientes.

Tabla 12: Compendio de los datos obtenidos de los analisis espectrales RMN
del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C) tomados en CDCls y a 25°C.

2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)
&c SH s 3JH—H IH—1H
Chum (bpm) (ppm) Multiplicidad (H2) COSY
1,17 116.78 - - - -
2,2 117.00 - - - -
, . Hz«—Hs,o
3,3 118.07 7.00 Triplete(t) 7.60x(2) Hy<>Hg o
, Ha—Hs
4,4 121.54 7.96 Doblete(d) 7.90 Ha>He
, : Hs—H7
55 122.77 8.08 Multiplete(m) - Hy>Hr
, : He<>Ha
6,6 124.64 7.38 Multiplete(m) - He>Ha
, ¢ H7—Hs
7,7 126.09 7.51 Multiplete(m) - Hr>Hs
, . Hs—Hs
8,8 132.39 8.62 Multiplete(m) - He>Ha
, 7.40- . Hoe—Hs
9,9 133.21 7 45 Multiplete(m) - Ho<>Hs
10,10 | 134.11 - - - -
1111 152.21 - - - -
7.30- :
12,12 | 16050 | 7.60 aﬁg”hgo‘t's:i) i i
(OH) '
13,13’ | 169.02 - - - -
8.47
14,14 | 169.02 (H- Singulete(s) - -
C=N)
15,15 28552%3 3.86 | Multiplete(m) i His15Hio
16 31.28 2.30 | Quintuplete(q) | 6.60x(4) | Hise>H1515
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El andlisis del espectro *H-RMN (Figura 29) demuestra, en primer lugar,
la presencia de impurezas (representadas por la sefial H2,2) las cuales
ocasionan interferencias, tal como en el caso de B. En base al analisis
de sus integraciones y multiplicidades, dichas impurezas podrian ser
atribuidas al ligando residual producido a partir del otro aldehido (isémero
para) durante la reaccion de condensacion ya discutida.

Del andlisis por resonancia magnética nuclear H-RMN (Figura 29)
destaca la desaparicion de la sefial correspondiente al grupo CHO del
precursor B (8, 10.54 ppm) y a su vez la aparicién de una nueva sefal a
8.47 ppm que sugiere la formacion del grupo imino (H-C=N) del ligando
tipo base de Schiff (C). Asimismo, el nuevo contexto quimico, que fomenta
los nuevos puentes de hidrogeno intramolecular entre los fenoles y los
restos de azometina, justificaria los desplazamientos de las sefales
anchas de los protones OH a campos mas altos (rango de 6.5-8.5 ppm)
donde interfieren con los protones aroméaticos asignados a los
precursores Ay B. Con respecto a las sefales de los protones aromaticos
gue experimentan interferencias por las impurezas ya discutidas, se
tomard nuevamente a los protones Hsz (6, 7.00 ppm) como referencia
para las integraciones de las sefiales principales. Por ultimo, es oportuno
destacar las sefales propias de la cadena alifatica saturada -(CHz2)s- que
aparecen a campo alto (8, 2.0-4.0 ppm) que corresponderian a la cadena
alifatica saturada -(CHz2)s3- del ligando en cuestion (C).

Por medio de las integraciones de los protones Hzz (ligando C) y Hz2
(ligando residual) que se aprecian en el respectivo espectro de la Figura
29, se puede establecer que el ligando de interés C proveniente del
precursor B, representa aproximadamente el 80 % del producto de
reaccion. Este valor numérico (grado de pureza) permite calcular el
rendimiento global (58 %) de la doble reaccién de condensacion
simultanea desarrollada en esta tesis.

Paralelamente, el estudio por resonancia magnética nuclear del carbono-
13 (**C-RMN) demuestra la presencia de carbonos del tipo aromaticos
(rango de 110-140 ppm), de los cuales algunos (Ci3,13, Ci212, Ci1,11)
presentan desplazamientos a campos bajos por el simple hecho de estar
enlazados directamente a heteroatomos electronegativos (N, O, S).
Asimismo, es oportuno destacar la ausencia de la sefial a 190.01 ppm
gue avala la transformacion del grupo formilo (CHO) en la respectiva
imina (H-C=N) que aparece a 169.02 ppm. También, es menester resaltar
las sefiales de campo alto (6, 30-60 ppm) que demuestran la presencia
de carbonos secundarios dentro de la cadena alifatica saturada -(CH2)s-
ya discutida. Es importante aclarar que la asignacion por medio de
numeraciones arbitrarias se basa exclusivamente en el orden de
aparicion de las sefiales 3C del mencionado espectro, y no en
determinadas reglas de formulacion y nomenclatura.
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1H_RMN_C.esp M
H7,7'9.9'6,6",0H(x2)}(m) ’
Espectro '"H-RMN

—7.27

H3,3'(C-prto)(t)
H2,2'(C-para)(d) C-para(t)

S
N R

o=
-
~

N
215 1.88 0.82 284 046242044 045 548 0.46 200 043
= e Hidd = = = =

8.7 86 85 84 8.3 82 8.1 8.0 79 78 7 76 75 74 7.3 72 [A 7.0 6.9
Chemical Shift (ppm)

1H_RMN_C.esp 1H_RMN_C esp

H15,15'(x2)(C-orto)(m)

H16(x2)(C-orte)(quin)
OB P~
ot A
4.84 2.05
| —
AT T T
41 4.0 39 38 37 36 25 24 23 22 21 20 1.9
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

13C_RMN_C.esp

168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32
Chemical Shift (ppm)

Figura 29: Espectros monodimensionales de resonancia magnética nuclear
(*H-RMN y *C-RMN) del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).

Complementariamente, la asignacion para el nuevo ligando (C), a pesar
de las impurezas persistentes, se ha logrado por medio de las técnicas
HSQC y COSY, destacando las principales interacciones *C-1H y 1H-'H
respectivamente, que se presentan en la Figura 30 y cuyos datos se
resumen en la Tabla 12. En conclusion, el resultado final de la presente
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caracterizacion se sintetiza en la asignacion estructural del nuevo ligando
C propuesto por la Figura 31.

[ | s ) A

- 20
— 51 - 30
231,3191,007  E 40

387,5524 -01 | = 50

= 60

3.87,5899,004 |C15--H15

C15-—H1%

:70
jBD
:QD
:WDD

=110

F1 Chemical Shift (ppm)

- 7.53, 1256‘ 0.12 =120

— ﬁ—C&G'—-—HS,S' ] 7.02, 117.71,017 3
] =130

B R 739, 12396, 0.12 -
C9.9—H9.9 140

[ Espectro 'H-"C HSQC-RMNJ .
- 160

RN EARRRSIRES s Ra s e T
85 80 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25
F2 Chemical Shift (ppm)

#ALML Ao b
H15,15_H16| 3.85,2.29 0.75

F1 Chemical Shift (ppm)

[ Espectro 'H-'H cosv-RMN] 3

RN B e L L e L L B L b L B L b L b B L LR e s ReR Rl e e
85 8.0 75 70 65 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 30: Espectros bidimensionales de resonancia magnética nuclear (*H-
13C HSQC-RMN y *H-'H COSY-RMN) del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-
1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).
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Figura 31: Asignacion propuesta para el ligando base de Schiff 2,2’-{propano-
1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).

8.2.3.3. Espectrometria de masas

En el analisis por ESI-MS destaca principalmente las sefiales espectrales
correspondientes a los iones aductos positivos ([M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*)
cuyas relaciones m/z (549.2, 571.2, 588.9, respectivamente) son
presentados en la Tabla 13. Asimismo, los espectros del blanco (BK) y
del ligando (C) que avalan el analisis son mostrados comparativamente
en la Figura 32. En base a los resultados analiticos, la presente técnica
instrumental ha permitido confirmar la obtenciéon de un nuevo ligando del
tipo base de Schiff simétrico y tetradentado con dos unidades de
benzotiazol (C).

Pese a que la técnica empleada (ESI-MS) se basa en una leve ionizacion,
no se descarta la posibilidad de pequefias fragmentaciones durante el
inicio de la prueba. Por esta razén, se puede observar en el espectro
obtenido (Figura 32) una sefal intensa (m/z = 533.0) que podria
corresponder a un ion aducto positivo del tipo [(M-O)+H]*, demostrando
la fragmentacion inicial del ligando (C) sin un oxigeno de uno de los
grupos hidroxilos (OH). Este hecho podria ser impulsado por un puente
de hidrogeno intramolecular formado entre el grupo hidroxilo (OH) y el
grupo imina (H-C=N). Aunque la presente técnica no puede distinguir a
los isomeros formados del propio ligando C (orto y para), puede
evidenciar algunas impurezas que corresponderian al precursor B (orto
y/o para) por medio de una sefal déebil del espectro (Figura 32) a 278.1

65



ntens.
X104

8

6

44

2

04

Intens.
X107

1254

100

0.754

0.50

0.25-

0.00

(m/z) asociado a su ion aducto [Ms+Na]*. Cabe sefialar que no existen
interferencias por parte del blanco (BK).

Tabla 13: Datos de la espectrometria de masas (ESI-MS) del ligando base de
Schiff 2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-

103 5, 102 02 a2 g
At ym
10 150

3.1 2051
i Mt i s A AMAA

2844

2392 253.1 2652

200 250 300

ifenol] (C).
2,2’ {propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)
Masa molecular exacta (M): 548.49 g/mol
lones Aductos Relacion m/z Relacion m/z Intensidad
calculada encontrada (x107)
[M+H]* 549.49 549.2 <0.25
[M+Na]* 571.49 571.2 <0.25
[M+K]* 587.49 588.9 <0.25
[(M-O)+H]* 533.49 533.0 1.25
+MS, 0.0-2.0min #(1-204)
BK T

3693 4004

3143

3363

4293
4134
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Figura 32: Espectro ESI-MS del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).

8.2.3.4.

Espectroscopia Ultravioleta-Visible

La caracterizacion de la naturaleza electrénica-molecular del nuevo
ligando tipo base de Schiff (C) se llevd a cabo por medio de la
espectrofotometria de absorcién UV-VIS en acetonitrilo (MeCN).
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Particularmente, se us6 acetonitrilo como solvente porque presenta una
alta transmitancia (aprox. 100 % a partir de 190 nm) (49); por tal motivo,
se espera que el medio no altere cualitativamente el espectro UV-VIS del
analito (C). Como referencia se preparo una soluciéon patrén de 250 ppm
la cual fue diluida convenientemente durante la prueba para no saturar al
detector. De esta manera, por medio de un barrido continuo en un rango
de 190 a 1100 nm, se registré el espectro de absorciéon UV-VIS del
compuesto C que es mostrado en la Figura 33. Asimismo, la Tabla 14
presenta las longitudes de onda de los maximos de absorcién (Amax, nm)
con sus respectivos grupos cromoforos (transiciones electrénicas)
pertenecientes a la nueva molécula sintetizada (C).

Tabla 14: Asignaciones de las principales bandas de absorcion UV-VIS (nm)
con sus respectivas transiciones electronicas del ligando 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C) en acetonitrilo.

2,2’ {propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenol] (C)

Tipos de transiciones Longitudes de onda de los
electronicas maximos de absorcion UV-VIS
(grupos cromoforos) (Amax, Nm)
n—om*
(Anillos aromaticos del grupo 201, 228, 262
fenilbenzotiazol)
n—m*
(grupo imina C=N del ligando) 449

Conociendo de ante mano la escasa interferencia del acetonitrilo como
solvente en el rango de medicion, el analisis del espectro UV-VIS que
representa al nuevo ligando tipo base de Schiff (C) destaca cuatro bandas
de absorcién (Figura 33). Estas sefiales se disponen, segun su
naturaleza electronica, en las dos zonas del espectro UV-VIS. En primer
lugar, dentro del rango ultravioleta (UV) sobresalen las transiciones
electrénicas m—n* pertenecientes a los sistemas aromaticos con sus
respectivas bandas de absorcion a 201, 228 y 262 nm, que en este trabajo
sugieren corresponder a los grupos fenilbenzotiazol (2,50,51). Esta
asignacion considera la presencia de grupos auxocromos (grupos O—H
y C=N/tiazol) cuyos electrones no enlazantes influyen sobre la
conjugacion z (49). En segundo lugar, dentro de la region visible, la cuarta
banda de absorcion a 449 nm sugiere una transicion del tipo n—a* que
puede corresponder al grupo imina (C=N) del ligando tipo base de Schiff
(C). Esta asignacion se basa en el estudio de moléculas similares (21,40).
Asimismo, esta sefial seria responsable del color anaranjado claro (luz
transmitida) que presenta caracteristicamente el nuevo compuesto
sintetizado (C).
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Figura 33: Espectro UV-VIS del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C).

8.2.3.5. Espectroscopia de fluorescencia

Para la interpretacion y caracterizacion de la naturaleza de emision
radiativa del presente sistema electronico-molecular (ligando C) se
registro el respectivo espectro de fluorescencia (Figura 34) en un rango
de 371 a 684 nm. Para la determinacion se utilizaron idénticos slits de 10
nm, y un haz de excitacion de 350 nm sobre una muestra de ligando (C)
disuelta en acetonitrilo. La Tabla 15 presenta los datos espectrales de
interés que se obtienen. Finalmente, la medicién de la intensidad
fotoluminiscente a una determinada longitud de onda de maxima emisiéon
ha permitido caracterizar al ligando tipo base de Schiff (C).

Tabla 15: Datos de la espectroscopia de fluorescencia del ligando 2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C) en
acetonitrilo (Aex = 350 nm).

Compuesto Longitud de onda Intensidad relativa
P (Aem, NM) de fluorescencia
| 444 254
Ligando (C) 57 o

En el espectro de emision fotoluminiscente mostrado en la Figura 34 se
aprecia que el nuevo ligando tipo base de Schiff (C) emite a 444 y 557 nm
cuando el sistema es excitado con un haz cuya longitud de onda es de
350 nm. Dicha excitacién se establece a partir del espectro de absorcién
UV-VIS (Figura 33) del correspondiente ligando C. Por tal, con una
excitacién a 350 nm se producirian transiciones de emisién con mayor
eficacia cuantica y por ende un efecto fluorescente mas intenso y
aprovechable.
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La fluorescencia en la molécula tipo base de Schiff (C) se podria deber,
en principio, a las transiciones de emision n*—a de los grupos
fenilbenzotiazol (fluoréforos) los cuales no experimentarian transferencias
electronicas fotoinducidas (TEP) por parte de los pares electronicos del
nitrégeno imino, pues segun la propuesta estructural, éstos estarian
formando puentes de hidrégenos intramoleculares tal como se muestra
en la Figura 34. Este enunciado que destaca la inhibicion del mecanismo
TEP como una posible causa de la fluorescencia se basa en estudios
tedricos previos con moléculas similares (49,52,53).

Jex=350nm Aem =557 nm
TEP TEP Jex =350 nm
500 ﬁﬂ (© ﬁ<\
N/\/\N
H H
0/ ~,
Efecto del puente de hidrogens
intramolecular

’
400 ; : ;
z AN

N S s N

o O

600

557

300

Fluorescencia

200

100

371 421 471 521 571 621 671
Longitud de onda (nm)

Figura 34: Espectro de fluorescencia del ligando base de Schiff 2,2’-{propano-
1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C) en
acetonitrilo.
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8.2.4. Complejo guelato [2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-
ifenolato]-k*-N,N’,0,0’]cobre(ll) (D)

8.2.4.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La Figura 35 muestra el espectro completo FT-IR (KBr) del nuevo
complejo quelato (D) obtenido por la reaccion template desarrollada.
Asimismo, la Tabla 16 resume las asignaciones de las principales bandas
de absorcién IR, en nimeros de onda (cm™), de los diferentes modos
vibracionales correspondientes a los grupos funcionales del mencionado
compuesto (D). La asignacion de estas sefales esta basada en los
argumentos tedricos de dicha espectroscopia (47,48) y en los reportes
experimentales de complejos quelatos similares (19-21,33,34,37—-41).

En la regidn caracteristica de los grupos funcionales (aprox. 4000-1600
cm?) del espectro mencionado, se puede observar la vibracion
correspondiente a un estiramiento O—H a 3436 cm a diferencia de lo
observado para el ligando (C). Segun la estructura propuesta para el
nuevo compuesto de coordinacion (D) no deberia apreciarse una sefial
por vibracion del estiramiento O—H. En esta discusion se asume que
dicha sefial puede ser propia de los solventes usados en la sintesis
(etanol y/o metanol), los cuales probablemente estén adheridos por
fuerzas intermoleculares a la esfera interna o externa de coordinacion. No
obstante, la sefial en cuestibn no es tan significativa para la
caracterizacion del nuevo compuesto de coordinacion (D) del cual se
presume una estructura tipo quelato. A continuacion, se observa también
una sefial poco intensa correspondiente al estiramiento C—H aromatico
a 3054 cm. Fundamentalmente, dentro de esta region, destacan las
sefiales poco intensas correspondientes al estiramiento C—H de la
cadena alifatica —(CH2)s— a 2940 y 2925 cm, procedentes de la
propano-1,3-diamina, y del mismo modo la vibracién vc—) perteneciente
al grupo funcional imina (H—C=N) a 2850 cm-. Estas Ultimas bandas son
importantes porque respaldan la posible presencia de una molécula
organica del tipo base de Schiff dentro del complejo quelato (D).
Asimismo, es importante destacar como evidencia principal el
estiramiento C=N del complejo (D) con una sefial a 1612 cm la cual ha
sufrido un desplazamiento desde 1635 cm (ligando C). La coordinacion
del par libre del nitrégeno en el grupo imina deslocaliza la densidad
electrénica hacia el metal (Cu?*), lo cual tiene un efecto debilitador en el
enlace C=N que es evidenciado con este menor numero de onda (1612
cm) y que se diferencia notablemente con la sefial del ligando C (1635
cm?). Desplazamientos significativos como el observado en el complejo
(D), en comparacién con el ligando (C), constituye una evidencia
determinante que confirma la formacibn de un compuesto de
coordinacién. Esta banda en particular (1612 cm™) al ser muy intensa
pero angosta, no apantalla del todo a la sefial proveniente del estiramiento
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vc=N) del grupo tiazol, por tal motivo, esta Ultima es apreciable dentro del
espectro presentado en la Figura 35 a 1626 cm-2.

Por otro lado, en la zona de huellas dactilares (1600-1000 cm™?) se
pronuncian las vibraciones del estiramiento C=C aroméatico comprendidas
entre 1549, 1498 y 1434 cm'; ademas, destaca la flexion C—H en el
plano de la imina (H—C=N) a 1399 cm con una intensidad leve pero
caracteristica. Del mismo modo sucede con las sefiales a 1315 y 1290
cm? correspondientes a la flexion C—H en el plano del anillo fendlico.
Asimismo, se puede distinguir el estiramiento C—O del fenol en el nuevo
complejo quelato (D) a 1229 cm™ el cual se desplaza desde 1235 cm™?
para el caso del ligando C, y las bandas a 1173, 1123, 1043, 1011 y 925
cm! pertenecientes a la flexion C—H en el plano del anillo de benzotiazol.

Por otro lado, dentro de la regién aromatica (900-675 cm), destacan las
bandas caracteristicas a las flexiones C—H fuera del plano, a 874 y 830
cm para el caso del fenol, y a 754 y 729 cm para el respectivo anillo de
benzotiazol.

Complementariamente, se pueden distinguir las bandas que evidencian
la formacion del nuevo complejo quelato (D) obtenido por la reaccion
template. Dichas sefiales, a pesar de no ser muy intensas, se pueden
establecer como los correspondientes estiramientos del enlace de
coordinacion entre el centro metalico y los atomos dadores, a 534 y 449
cm para el vicu—N) Y Ucu—o) respectivamente.
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Tabla 16: Asignaciones de las principales bandas de absorcion FT-IR (KBr) del
complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,O,0’|cobre(ll) (D).
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[2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-
N,N’,0,0’|cobre(ll) (D)
Tipos de vibraciones IR abgoarrcl;(ij:r? I(:j'l(?-IR
(grupo estructural) (cm-)
U(0—H)
Alcohol (solvente) 3436
U(C—H)
Aromatico 3054
U(C—H)
Cadena Alifatica —(CHz)s— 2940, 2925
U(Cc—H)
Base de Schiff (H—C=N) 2850
U(c=N)
Tiazol 1626
U(c=N)
Base de Schiff (H—C=N) 1612
ve=0) 1549, 1498, 1434
Aromatico
O(C—H)
Base de Schiff (H—C=N) 1399
O(C—H)
Aromético/Fenol 1315, 1230
AT 1229
Fenol
O(c—H) 1173, 1123, 1043,
Aromatico/Benzotiazol 1011, 925
TT(C—H)
Aromatico/Fenol 874,830
TT(C—H)
Aromaéatico/Benzotiazol 754,729
O(Cu—N)
Complejo quelato 534
O(cu—o0)
Complejo quelato 449
Considérese las siguientes abreviaturas;
0: estiramiento
&: flexién en el plano
m: flexién fuera del plano
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Figura 35: Espectro FT-IR (KBr) del complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-
N,N’,0,0’|cobre(ll) (D).
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8.2.4.2. Espectrometria de masas

El andlisis por ESI-MS destaca principalmente las sefiales espectrales
correspondientes a los iones positivos (ion molecular: [M]*, ion aducto:
[M+Na]*) cuyas relaciones m/z (610.2, 632.1, respectivamente) son
presentados en la Tabla 17. Asimismo, los espectros del blanco (BK) y
del complejo (D) que avalan el andlisis son mostrados comparativamente
en la Figura 36. En base a los resultados analiticos, la presente técnica
instrumental ha permitido confirmar la obtencion de un nuevo complejo de
cobre(ll) del tipo quelato (D). Esta idea se basa en el fundamento de la
técnica empleada (ESI-MS), en donde solo se reflejan los resultados de
una leve ionizacion de la propuesta estructural. La confirmacion de la
masa esperada para el complejo D no muestra otras sefales provenientes
del ligando o precursores, esto daria indicacion de la alta pureza del
compuesto obtenido y a su vez refleja la alta selectividad de la reaccién
template empleada.

Tabla 17: Datos de la espectrometria de masas (ESI-MS) del complejo quelato
[2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-
ilfenolato]-«*-N,N’, 0,0 cobre(ll) (D).

[2,2’{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’]cobre(ll) (D)
Masa molecular exacta (M): 610.04 g/mol

|ﬂl€n5,7
x109

0.8
06
0.4
0.2-

0.0-

Intens. |
x10%

632.1

129.1 261 e 3373 4134 533.0
. 2172 2392 | | [ ,lL- n o e 569.5 663.6 685.5 7386

lones Relacion m/z Relacion m/z Intensidad
calculada encontrada (x10°)
[M]* 610.04 610.2 7.0
[M+Na]* 633.04 632.1 6.0
+MS, 0.0-2.0min #(1-146)
BK
. 336.3 400.4 638.7 739.4
204 3143 481.4 5855 o186 7715
e 1752 2051 2392 1 L SR TC e 893.3 920.7 9817 1016,
100 0 T “ 460 560 660 760 860 960 ldOO mz
+MS, 0.0-2.0min #(1-143)
D 610.2

200 300 400 500 600 700

Figura 36: Espectro ESI-MS del complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-
N,N’,0,0’|cobre(ll) (D).
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8.2.4.3. Espectroscopia Ultravioleta-Visible

La caracterizacion de la naturaleza electronica-molecular se llevé a cabo
registrando el respectivo espectro de absorcion UV-VIS del nuevo
complejo quelato (D) en acetonitrilo (MeCN). Particularmente, se usé
acetonitrilo como solvente porgue presenta una alta transmitancia (aprox.
100 % a partir de 190 nm) (49). Como referencia se prepard una solucion
patron de 250 ppm la cual fue diluida convenientemente durante la prueba
para no saturar al detector. De esta manera, por medio de un barrido
continuo en un rango de 190 a 1100 nm, se registro el espectro UV-VIS
del nuevo complejo quelato (D) que es mostrado en la Figura 37.
Asimismo, la Tabla 18 presenta las longitudes de onda de los maximos
de absorcion (Amax, NM) con sus respectivos grupos cromoéforos
(transiciones electronicas) pertenecientes a la nueva molécula sintetizada

(D).

Tabla 18: Asignaciones de las principales bandas de absorcion UV-VIS (nm)
con sus respectivas transiciones electronicas del complejo quelato [2,2’-
{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-
k4-N,N’,0,0’|cobre(ll) (D) en acetonitrilo.

[2,2’{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-
benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’]cobre(ll) (D)

Tipos de transiciones Longitudes de onda de los
electronicas maximos de absorcion UV-VIS
(grupos cromoforos) (Amax, nm)
n—om*
(grupo fenilbenzotiazol) 203,227, 264
n—m*
(grupo imina C=N del ligando) )
L (r)—M(dm) 393
(transiciones TCLM)

El espectro UV-VIS del complejo quelato propuesto (D) muestra cuatro
bandas de absorcion (Figura 37). En primer lugar, dentro del rango
ultravioleta (UV) destacan las bandas de absorcién a 203, 227 y 264 nm
que corresponderian a las transiciones electronicas a—xn* de los sistemas
aromaticos de los grupos fenilbenzotiazol (2,50,51). Las sefiales de
dichos grupos organicos, dentro del complejo, parecen no alterarse con
respecto al ligando (C) ya que se observa una similitud de dicha zona al
comparar ambos espectros (Figura 38). En segundo lugar, en la frontera
UV-VIS, la cuarta banda de absorcion a 393 nm puede sugerir una
transicion del tipo L(m)—M(dx) como una transferencia de carga del
ligando al metal (transiciones TCLM) (21,40,49). Asimismo, al realizar una
comparacion con el espectro correspondiente al ligando C se observa un
desplazamiento hipsocromico de la banda que aparecia inicialmente a
449 nm (Figura 38). Estas evidencias explicarian la formacion de enlaces
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por coordinacion mas energéticos. Por otro lado, las transiciones
electronicas d—d caracteristicas de los complejos de cobre(ll), incluso a
altas concentraciones del compuesto, no se observan; por tal motivo, el
color del mencionado complejo quelato (D) se podria deber
principalmente a la banda espectral por transferencia de carga (393 nm).

N~
11 o~
™ o~
1 &
0.9 _N\ /N_
Cu
0.8 0/ \O
807
2 N N=
05 L(m)—M(dn) s
§ 05 =
g :
0.3
grypo
fenilbenzotiazol transiciones
01 TCLM
0
190 240 290 340 390 440 4390 540 590
Longitud de onda (nm)
Figura 37: Espectro UV-VIS del complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-
N,N’,0,O’lcobre(ll) (D).
131
) ——Ligando base de Schiff (C)
T ——Complejo quelato (D)
0.8
o 07 De_splazal'rlignto
S hipsocrémico
S o6 \
Q
5 05
2 ©
2 i o resultado de una
’ sugerente
03 g 3 coordinacién M—L
02 grupos de T

fenilbenzotiazol

190 240 290 340 390 440 450 540 590

Longitud de onda (nm)

Figura 38: Contraste entre los espectros UV-VIS del complejo quelato (D) y su
respectivo ligando (C).
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8.2.4.4. Espectroscopia de fluorescencia

Para la interpretacion y caracterizacion de la naturaleza de emision
radiativa del presente sistema electronico-molecular (complejo D) se
registré el respectivo espectro de fluorescencia (Figura 39) en un rango
de 337 a 622 nm. Para la determinacion se utilizaron idénticos slits de 10
nm, y un haz de excitacion de 320 nm sobre una establecida muestra de
complejo (D) disuelta en acetonitrilo. La Tabla 19 presenta los datos
espectrales de interés que se obtienen de la técnica instrumental
empleada. Finalmente, la medicion de la intensidad fotoluminiscente a
una determinada longitud de onda de méaxima emision ha permitido
caracterizar al complejo quelato (D).

Tabla 19: Datos de la espectroscopia de fluorescencia del complejo quelato
[2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-
ilfenolato]-«*-N,N’, 0,0 cobre(ll) (D) en acetonitrilo (Aex = 320 nm).

Compuesto Longitud de onda Intensidad relativa
P (Aem, NM) de fluorescencia
Complejo quelato (D) 453 686

En el espectro de emisién fotoluminiscente mostrado en la Figura 39 se
aprecia que el nuevo complejo quelato (D) emite a 453 nm cuando el
sistema es excitado con un haz cuya longitud de onda es de 320 nm.
Dicha excitacion se establece convenientemente a partir del espectro de
absorcion UV-VIS (Figura 37) del correspondiente complejo D. Por tal,
con una excitacién a 320 nm se producirian transiciones de emisién con
mayor eficacia cuantica y por ende un efecto fluorescente mas intenso y
aprovechable.

La fluorescencia en la molécula del nuevo complejo quelato (D) se podria
deber, en principio, a las transiciones de emision n*—n de los grupos
fenilbenzotiazol (fluoréforos) los cuales no experimentarian transferencias
electrénicas fotoinducidas (TEP) por parte de los pares electrénicos del
nitrdgeno imino, pues segun la propuesta estructural actual, éstos
estarian formando enlaces por coordinacion con el centro metalico de
cobre(ll) tal como se muestra en la Figura 39. Este enunciado que
destaca la inhibicién del mecanismo TEP como una posible causa de la
fluorescencia se basa en estudios teodricos previos con complejos
similares (49,52-54). A pesar de la coordinacion a una especie
paramagnética (Cu?*, d9, se puede probar la formacién de un nuevo
complejo quelato (D) cuyo perfil espectral de emisién es diferente al
respectivo ligando base de Schiff (C), los cuales se comparan
convenientemente en la Figura 40.
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Figura 39: Espectro de fluorescencia del complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-
diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-*-
N,N’,0,0’|cobre(ll) (D) en acetonitrilo.
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Figura 40: Comparacion entre los espectros de fluorescencia del complejo
quelato (D) y su respectivo ligando (C).
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9. CONCLUSIONES

A partir de una ruta metodologica de tres etapas sintéticas se logro
producir, con un rendimiento de 58 % y pureza aproximada de 80 %, un
nuevo ligando tetradentado del tipo base de Schiff simétrico derivatizado
con dos unidades de benzotiazol.

Para la primera etapa sintética se establecio una reaccion de cicloadicion
muy conveniente con lo cual se logré producir eficientemente (72 %) al
precursor 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A).

Para la segunda etapa sintética se desarrollé una reacciéon de formilacion
(reaccion de Duff) poco selectiva que solamente logré producir con un
rendimiento de 20 % al precursor de interés 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-
hidroxibenzaldehido (B).

Para la sintesis del propuesto complejo de cobre(ll) (D) se establecié y
desarrolld6 un método de sintesis de alta selectividad basado en una
reaccion por efecto template del metal, en donde se logr6 ademas la
formacién in situ del ligando de interés (C). De este modo y en un solo
paso, se logré obtener un producto de alta pureza (D) con un rendimiento
de 92 %.

En base al analisis instrumental pertinente (FT-IR, ESI-MS, UV-VIS y de
fluorescencia) se logro proponer para el nuevo complejo de cobre(ll) (D)
una estructura del tipo quelato cuyo centro metalico es probablemente
tetracoordinado dentro de una geometria cuadrada plana por los atomos
dadores (N,N,O,O) del ligando tipo base de Schiff simétrico derivatizado
con restos de benzotiazol (C).

Mediante el método de difusion de vapor, durante los ensayos de
cristalizacion, se logré obtener monocristales marrones bien definidos
para el nuevo complejo quelato de cobre(ll). De esta manera, se podria
complementar y enriquecer la propuesta estructural usando en futuras
instancias difraccion de rayos X (DRX).
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10.RECOMENDACIONES

>

Se recomienda optimizar la sintesis del precursor B para mejorar la
regioselectividad de la misma. Una forma seria blogueando
estratégicamente la posicion para del sustrato (A) con grupos alquilo (R)
para evitar la formilacién de Duff para-dirigida. Otra opcion seria explorar
nuevas alternativas de formilacion mas eficientes a nivel de sintesis y
purificacion.

En futuras experiencias, y para optimizar la sintesis del ligando tipo base
de Schiff (C), se recomienda explorar nuevas formas de purificacion que
permitan separar eficientemente la mezcla de isébmeros producidos
durante la reaccion de condensacion, y de esta manera, obtener un
producto (C) mucho mas puro.

Para extender el trabajo experimental y el conocimiento al respecto, se
sugiere llevar a cabo en futuras experiencias la sintesis del complejo
guelato (D) de la forma tradicional o convencional; es decir, conducir una
reaccion de metétesis entre el ligando base de Schiff (C) previamente
sintetizado con la sal de cobre(ll) pertinente. Este procedimiento
contemplaria obviamente un paso adicional y ayudaria a tener una mejor
perspectiva de lo hecho.

En base a los resultados de los ensayos de cristalizacion para el nuevo
complejo quelato de cobre(ll) se recomienda llevar a cabo la
correspondiente caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX).

Se recomienda evaluar en proximas instancias la participacion del nuevo

complejo quelato (D) como un posible radiomarcador PET sobre las
placas AB-amiloides en el diagnostico del Alzheimer.
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12. ANEXOS

Anexo 12.1: secuencia ilustrativa de la sintesis y purificacion del
intermediario 2-(1,3-benzotiazol-2-il)fenol (A)

Sintesis

Extraccién por precipitacion
Producto crudo

Purificacion por recristalizacion
Producto puro (recristalizado)

®ooop
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Anexo 12.2: secuencia ilustrativa de la sintesis y purificacion del
intermediario 3-(1,3-benzotiazol-2-il)-2-hidroxibenzaldehido (B)

Sintesis (reaccion de Duff — primera parte)
Hidrdlisis acida (reaccién de Duff — segunda parte)
Extraccion liquido-liquido

Fase organica

Rotaevaporacion

Producto crudo viscoso

Purificacion por cromatografia en columna
Producto de interés (B) en solucién bajo luz UV
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Anexo 12.3: secuencia ilustrativa de la sintesis y purificacién del ligando
tipo base de Schiff 2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenol] (C)

a. Disolucioén del intermediario (B)
b. Formacién inmediata de la carbinolamina
c. Formacién del ligando base de Schiff (C) catalizada por CHsCOOH
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Anexo 12.4: Secuencia ilustrativa de la sintesis template del nuevo
complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’|cobre(ll) (D)

PaY sl
¢ o3

_—

a. Disolucién del intermediario (B)
b. Formacién instantanea del ligando tipo base de Schiff (C)
c. Sintesis del complejo quelato (D) por efecto template
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Anexo 12.5: Resultados de los ensayos de cristalizacion del nuevo
complejo quelato [2,2’-{propano-1,3-diilbis[nitrilo(E)metililideno]}bis[6-
(1,3-benzotiazol-2-il)fenolato]-k*-N,N’,0,0’|cobre(ll) (D)

(b)

a. Ensayo de cristalizacion por difusiéon de vapor
b. Microfotografia de un monocristal obtenido por un microscopio electrénico de
objetivo 10x
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