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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ACRONIMOS
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Estudio de la reactividad de derivados del dcido nicotinico frente a Zinc(1II), Rutenio(II) y Platino(II)

RESUMEN

El presente trabajo describe la reactividad de las sales s6dicas de los acidos
nicotinicos flunixin (1) y clonixin (2) frente a las sales metalicas de ZnClz, K2[PtCl4] y

Di-p-cloro-bis[cloro(p-cimeno)rutenio(II)].

En el estudio de los acidos nicotinicos 1 y 2 con ZnClz, se obtuvieron los
complejos Zn(flunixinato)2 (5) y Zn(clonixinato)2 (6), tras hacer reaccionar a los
respectivos carboxilatos 3 y 4, con Kz[PtCl4] generaron los complejos Pt(clonixinato)2
(7) y Pt(flunixinato)2 (8). Todos los complejos obtenidos fueron caracterizados
utilizando métodos espectroscopicos como RMN de 1H y 13C, espectroscopia de
infrarrojo y analisis elemental. La interaccion de los acidos nicotinicos 1 y 2 con Di-p-

cloro-bis[cloro(p-cimeno)rutenio(Il)] dio lugar a compuestos inestables.

4X= 7 X= CF3
6 X= CF3 8 X=

En los ensayos de reconocimiento de iones (F-, Cl, Br, I, BH3CN- y PO4’) los

complejos 5 y 6 exhibieron una gran afinidad hacia el catién plata.

Las pruebas bioldgicas realizadas con los compuestos 3, 4, 5 y 6, deja en claro
que la actividad citotdxica de los complejos 5 y 6 es mayor en comparacion con la de
sus respectivos precursores, ademas de que estos muestran selectividad hacia células
de melanoma. Los resultados de las pruebas de actividad antiinflamatoria y actividad

antioxidante no fueron significativos.

Palabras clave: Zinc, Platino, acidos nicotinicos, citotéxico, complejos de

coordinacién
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Estudio de la reactividad de derivados del dcido nicotinico frente a Zinc(1II), Rutenio(II) y Platino(II)

ABSTRACT

In this work, the reactivity of nicotinic acids flunixin (1) and clonixin (2) against
the metallic salts of ZnClz, Kz[PtCls] and Di-p-chloro-bis[chlorine(p-

cymene)ruthenium(II)] is described.

In the reactivity study of nicotinic acids 1 and 2 againt ZnClz, the diamagnetic
complexes Zn(flunixinate)2 (5) and Zn(clonixinate)z (6) were generated from its
respective carboxylates 3 and 4. When carboxylates 3 and 4 reacted with Kz[PtCla]
they generated the coordination complexes Pt(clonixinate)2 (7) and Pt(flunixinate)2
(8). All reaction products were characterized by spectroscopic methods, including 1H
and 13C NMR, infrared spectroscopy, and elemental analysis. The interaction of
nicotinic acids 1 and 2 with Di-p-chloro-bis[chlorine(p-cymene)ruthenium(II)]

generated unstable compounds.

Z "N
|
™ H
N
1.0.__.0
_Pt
T
I\
Nz
X
4X= 7 X= CF,4
6 X= CF,4 8 X=

Ion recognition assays (F-, Cl, Br, I, BH3CN- y PO4) were performed for

complexes 5 and 6 providing a strong and selective affinity for silver cation.

Cytotoxic, anti-inflammatory and antioxidant assays performed with compounds
3, 4, 5 and 6 make it clear that the cytotoxic activity of complexes 5 and 6 are higher
than their respective precursors. Also, they have a good selectivity towards melanoma
cells. Test results for anti-inflammatory activity and antioxidant activity showed no

significant activity.

Keywords: Zinc, Platinum, Nicotinic Acids, Cytotoxic, Coordination complex
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1. INTRODUCCION

Los metales de transiciéon representan el bloque d, que incluye a los elementos
presentes en los grupos 3-12 de la tabla periddica (Figura 1). Estos poseen orbitales
vacios en sus subcapas d, permitiendo formar enlaces covalentes coordinados, dando

origen a los denominados compuestos de coordinacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

1 . . Otros no metales . Halogenos
(1) metates atcalinos (1) metates de ansicion

z e
. Gases nobles [ Lantinidos
= = = Bes

oy

| isétopo con la vida media mas larga esta

Figura 1. Tabla periddica de los elementos quimicos.

Un complejo metdlico o compuesto de coordinacién, es una estructura que
consiste en un dtomo metalico central, unido a un conjunto de moléculas o aniones
circundantes, los cuales se caracterizan por tener la capacidad de ceder electrones;
comunmente, estos grupos donadores de electrones son llamados ligantes (Figura 2)

(Rafique, 2010).

°
L9

Figura 2. Representacion de un complejo metalico.
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Las propiedades de los complejos dependerdn de las caracteristicas del ion
metalico central y de la naturaleza de los ligandos. A su vez, el comportamiento del ion
metalico esta determinado por su carga, tamafio y configuracién electrénica de la capa
de valencia, esto condicionard en gran medida el valor del nimero de coordinacién y
la fortaleza del enlace metal-ligando. En lo que se refiere al ligando su
comportamiento viene condicionado por la basicidad (de Lewis) y dureza de sus

atomos donadores, por el nimero de estos y por su tamano (Lozano, 2007).

Algunos complejos metalicos son de importancia bioldgica, como la clorofila y la
hemoglobina (Figura 3), los cuales son compuestos que tienen un atomo central de
magnesio y hierro, respectivamente (Dominguez, 2005).

Z

OH

OH

Clorofila

Hemoglobina

Figura 3. Estructuras quimicas de la clorofila y la hemoglobina.

Ademads, se sabe que esta variedad de compuestos presenta multiples
aplicaciones en beneficio de la humanidad un ejemplo de esto son las moléculas
miméticas a enzimas. En este caso la quimica de coordinacion juega un papel
importante ya que permite comprender el papel que tienen los cationes metalicos en
importantes procesos bioldgicos, a través del estudio de moléculas analogas a los
sitios activos de las enzimas, ya que se sabe que los metales del bloque d con una
valencia de II son el sitio activo de muchas enzimas de importancia bioldgica (Krstic,

2015).
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Algunas de estas enzimas son la anhidrasa carbénica y la alcohol
deshidrogenasa; la primera de ellas permite la interconversion del diéxido de carbono
y agua en bicarbonato, manteniendo el equilibrio &cido-base en la sangre y otros
tejidos; mientras que la enzima alcohol deshidrogenasa permite la interconversion de
alcoholes o cetonas, eliminando moléculas de alcohol téxicas para la célula (Parkin,

2000) (figura 4).

His His
His\\ CYS\\
Zn OH, /Zn OH,
His Cys
[NNN]Zn-OH, [SSN]Zn-OH,
Anhidrasa carbénica Alcohol deshidrogenasa

Figura 4. Complejos de zinc en los sitios activos de enzimas.

Asi mismo se ha observado que los productos obtenidos de la interacciéon de
moléculas organicas con iones metdlicos, da origen a compuestos con prometedoras
propiedades farmacolégicas. Los primeros reportes sobre el uso terapéutico de
complejos metalicos datan de la década de los 60°s, con la actividad antitumoral del
cis-diaminodicloroplatino(II) o cisplatino (Figura 5). El cisplatino se convirti6 en una
de las drogas usadas con mayor frecuencia para el tratamiento de carcinomas, debido

a la gran efectividad citostatica que mostraba (Laguna, 2011).

I,, \\\NH3

N
NH;
Figura 5. Estructura quimica del cisplatino.

Gracias a este descubrimiento; a la fecha se han preparado una interesante
variedad de compuestos con diferentes centros metdalicos, entre los mas utilizados se
encuentran el rutenio(Il), zinc(II), platino(Il), paladio(II), cobre(Il) y niquel(Il), con

propiedades biolodgicas, cataliticas y luminiscentes.
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2. ANTECEDENTES

El platino pertenece al grupo 10 de la tabla periédica y posee una configuracion
electronica [Xe]4f146s15d°. Tiene puntos de ebullicién y de fusiéon mayor a los 1000 ° C.
Posee una densidad de 21.45 g/cm3y es considerado un metal precioso (Figura 6). Se
considera un metal noble, es decir, resistente a un ataque quimico; sin embargo, es
uno de los metales pesados mas reactivos. Puede formar compuestos en estado de
oxidacion 0, II, IV, V y VI. Los de mayor importancia biolégica son platino(Il) y (IV),

cuya configuracion electronica es de d® y d®, respectivamente.

Figura 6. Platino metalico.

En la quimica de coordinacién de este elemento, los compuestos con platino(II)
presentan un nimero de coordinacidon de 4 adoptando una geometria cuadrada (d®),
mientras que los compuestos con platino(IV) (d°) presentan una geometria octaédrica
y un numero de coordinacion de 6 (Figura 7). El platino(Il) es un acido de Lewis
blando, por lo general muestran poca afinidad por ligandos “duros” como el oxigeno o
fldor y una preferencia por ligantes “blandos” como las fosfinas, tioles, grupos ciano y
por electrones 7 (alquenos y alquinos) (Greenwood, 2012). Aunque se sabe que este
metal puede quelatarse con oxigeno con facilidad si se involucran en la reaccién

atomos que formen enlaces mas fuertes con el metal, como nitrégeno o azufre.
ll,,’“ “‘“\\ ll,'“ | ‘“\\\
>l 2K
Tetraédrica Octaédrica

Figura 7. Geometrias mas comunes en complejos de platino.
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Los complejos de platino son de gran importancia debido a la actividad
anticancerosa que presentan, ya que actualmente son utilizados como agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento de distintos tipos de cancer, debido a su gran
efectividad citostatica. Algunos de estos compuestos son el carboplatino (a) y el

oxaliplatino (b) (Barnard, 2017) (Figura 8).

0
H, 0
HsN, 0 N, 0
lPt‘\ 'Pt“
/ /
H3N o N o .
@ Y 2 (b)

Figura 8. Estructura de: a) Carboplatino, b) Oxaliplatino.

Recientemente, se han propuesto nuevos compuestos con centros metalicos
distintos al Pt(II), como alternativas a los agentes antitumorales y anticancerosos
actualmente utilizados. Esto con la finalidad de superar los fendmenos de toxicidad y
lograr una mayor actividad y una mejor selectividad que los farmacos anticancerosos
derivados de platino. Se ha observado que el uso de centros metdlicos diferentes al
platino puede mostrar diversas geometrias, nimeros de coordinacién y mejores
propiedades de solubilidad, como los complejos heterolépticos (Figura 9), en los
cuales utilizaron como ligantes moléculas de bipiridina y f-cetoamidas, los cuales
fueron coordinados a un atomo central de zinc. Estos compuestos tienen una
prometedora propiedad citotéxica, ademas de mostrar una selectividad hacia células

cancerosas (Liguori, 2010).

R=CeH,C(CH3)3  [(bpy-9)Zn(Qw),]
R=CH,C(CH3);  [(bpy-9)Zn(Qy).]

Figura 9. Complejos heterolépticos.
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Por otro lado, el zinc (Zn) es un elemento que se encuentra en la naturaleza en
forma de minerales mayoritariamente como sulfuros (ZnS) o carbonatos (ZnCO03),
siendo este el 24° elemento mas abundante en la corteza terrestre. El nombre de este
metal proviene del aleman zink (diente o pico) es un elemento quimico clasificado
como metal de transicion, de simbolo Zn, nimero atémico 30 y masa atémica 65.39
g/mol. Es un sélido blanco azulado, ductil y maleable a temperaturas mayores a 212
°C (Gray, 2006), que, en comparacion con otros metales, presenta un bajo punto de

fusion y ebullicion (Figura 10).

Figura 10. Simbolo quimico del zinc.

La configuracion electronica del zinc metalico [Ar]4s23d1% permite explicar su
estado de oxidacion Il y modo de coordinacién, ya que al tener completa su capa d, sus
complejos son diamagnéticos e incoloros, sus nimeros de coordinacién mas comunes
son 4, 5y 6, de geometria tetraédrica, bipiramide trigonal y octaédrica (Figura 11),

respectivamente; siendo mas frecuente la tetraédrica (Housecroft, 2005).

7 W
W 1, WA
| | ann 1, W

—7Zn Zn
/ZHQ'N ~\ ~ | ~
Tetraédrica Bl:: ;;?::;?e Octaédrica

Figura 11. Geometrias mas comunes en complejos de zinc.

El zinc muestra una gran afinidad por atomos de oxigeno, siendo el agua uno de
los mejores ligandos O-donadores, asi mismo se han descrito complejos de zinc con
moléculas organicas como los alcoholes, alcoxidos, ariléxidos y éteres, incluyendo los

éteres corona (Burgess, 2006; Belsky, 1989) (Figura 12).
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o | A

| O~ _1,2.--0

na, n-
N RGN
2 (0] 0

Figura 12. Complejos de zinc con ligandos O-donadores.

Los éteres corona destacan como ligandos O-donadores debido a las
propiedades luminiscentes que poseen, ya que, al tener atomos donadores de
electrones en su estructura, estos son capaces de reconocer ciertos cationes como el
K+, Ca2*, Mg2+, entre otros. Y que, al incidir cierta longitud de onda, dicha luminiscencia
se vera afectada por la interaccion generada con el catién en cuestién. Esto es de
particular interés pues se sabe un gran numero importante de cationes estan
involucrados a nivel bioquimico, lo cual, puede ayudar a comprender diversos
procesos bioldgicos, como la contraccion muscular, la transmision de impulsos
nerviosos o la regulaciéon de la actividad celular. Pero su aplicaciéon no se limita
Unicamente a procesos bioldgicos, pues se sabe del uso de este tipo de moléculas para
detectar metales presentes en el medio ambiente, como lo puede ser la deteccién de
litio y cadmio presentes en el agua o de algunos otros metales pesados generados

como desechos por actividades mineras o industriales (Bernard, 2000).

El rutenio por su parte, es un metal transicion de la segunda serie, del grupo 8,
y posee una configuracidon electronica [Kr]4s!5d” (Figura 13). Tiene puntos de

ebullicion y de fusion mayor a los 1000 °C, posee una densidad de 12.370 kg/m3.

Figura 13. Trozo metalico de rutenio.
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Los estados de oxidacién mdas comunes del rutenio son II (d®) adoptando una
geometria tetraédrica con un niimero de coordinacion de 4 y de 11l (d°) adoptando una
geometria octaédrica con un nimero de coordinacién de 6, aunque también se
conocen estados de oxidacion mayores IV, V, VI, VII y VIII, pero estos no son estables.
Es un acido de Lewis blando segun la clasificacion de Pearson, presenta afinidad
preferentemente por ligados “blandos” como R3P, RzS, CN-, NOz-, alquenos y alquinos

(Greenwood, 2012).

En los ultimos afios se han descrito una gran cantidad de complejos de
rutenio(Il) que poseen actividades antitumorales y anticancerosas y demuestran
propiedades cataliticas frente a diversas reacciones. Algunos ejemplos de esto son los
complejos de rutenio generados con tiosemicarbazonas derivadas del benzaldehido,
las cuales presentan actividad antimicrobiana contra bacterias gram-positivas (Figura

14) (Murat, 2017).

> @ ~
0
"<_ |/0 \/ £ on \/ N o
v \ ,&H/\©/ \ ,é,,/\©i
L > — H N>/ H N>/ o

Figura 14. Complejos de rutenio con tiosemicarbazonas.

Existen varios informes sobre el estudio de la reactividad de rutenio(Il) con
ligandos a base de nitrégeno, pero son muy pocos los reportes de complejos de
rutenio(Il) con ligandos O-donadores, algin informe en los ultimos afios describe
complejos de rutenio(Il) quelantes con ligandos O-donadores utilizando grupos
carboxilato en la sintesis de complejos de rutenio mono y di-nucleares (Singh, 2011)

(Figura 15).
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H,CO

Figura 15. Complejos mono y di nucleares que contienen grupos carboxilato.

Los grupos carboxilato constituyen una clase de ligandos de importancia y
versatilidad en el campo de la quimica de coordinacion, debido a la variedad de modos

de coordinacion hacia el centro metalico (Deacon, 1980) (Figura 16).

M—0___R 0 M—0
Tr M(j#ﬂ TR
o M—0

Monodentado Bidentado quelato Bidentado puente

Figura 16. Modos de coordinacién del grupo carboxilato.

Unos ligantes tipo carboxilato que resultan de interés para nuestro grupo de
trabajo son los denominados AINE’s, ya que se sabe que estos al coordinarse a un
centro metalico pueden potencializar o mejorar su actividad bioldgica. Existe una
variedad de reportes entre los que destacan los de indometacina (a) y tolmetina (b)
frente a Zn(II), Cd(II) y Pt(II), siendo el mas efectivo contra bacterias gram positivas el

complejo de indometacina y platino (Samara, 1998) (Figura 17).

FERREIRA-SERENO | 9



Estudio de la reactividad de derivados del dcido nicotinico frente a Zinc(1II), Rutenio(II) y Platino(II)

0 \Q\(O
H;C N N.__CH;
\ II o
HZ
0 N
0?0 OCH, H,CO ;Pt< j
H,0 \M/ 0 H
—M—OH )
LN Y
P HsC
-
OCH; o= N
Hyc—
N OCH;
,Q’QO
a M= Cd(1I), Zn(II) b Pt(datch)(indometacin),

Figura 17. Complejos metalicos de indometacina (a) y tolmetina (b).

También se sabe que otros AINE’s como el ketoprofeno ha sido utilizado como
ligante en la quimica de coordinacién, ya que se cuentan con reportes donde se
coordina el a centros metalicos de Mn(II), Co(Il), Ni(Il) y Zn(II), obteniendo asi
complejos de geometria octaédrica, en donde se encuentran coordinadas 4 moléculas
de ketoprofeno por los grupos carbonilo hacia el centro metalico (Gacki, 2017).
Ademas del complejo dimérico de ibuprofeno con zinc(Il), de este se describe su

actividad antibacteriana contra bacterias gram positivas (Hijazi, 2016) (Figura 18).

QO

0 OH
'0""1 I \\“‘0- 0'/,, | :0
' /M\ 2 l' IZ W D)
0 (l) 0 0 07 | N

a

HO
ARG
b

M=Mn(II), Co(I1), Ni(II),Zn(II)

a

Figura 18. Complejos de ketoprofeno (a) e ibuprofeno(b).
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En nuestro grupo de trabajo se ha explorado de manera exitosa la reactividad de
ligantes que contienen un grupo carboxilato, con lo que se han generado complejos de
coordinacién de interesantes aspectos quimicos y de potencial aplicacién quimica y
farmacolégica. Entre ellos se encuentran complejos de zinc empleando diterpenos
naturales (Gémez-Hurtado, 2017) (a), asi como AINE’s (Rodriguez, 2017) (b), (Lépez,
2018) (c) como ligantes (Figura 19).

Figura 19. a) Complejo de Zn(II) con ligantes diterpénicos , complejos de Zn(II) con moléculas

de b) naproxeno e c) ibuprofeno como ligantes.

Dentro de los derivados carboxilados de interés para nuestro grupo de
investigacion se encuentran aquellos con nucleo de acido nicotinico, denominados
arilaminonicotinicos, los cuales tienen amplia aplicaciéon en la medicina. Dentro de
este grupo de compuestos se encuentran el flunixin (1) y clonixin (2) (Figura 20), los
cuales son medicamentos con actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética

(Kumar, 2016).

0) OH 0) OH
H H
F3C N S N S
I I
N =~ N ~
1 2
Figura 20. Estructura quimica del flunixin (1) y clonixin (2).
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El flunixin (1) se comercializa cominmente como una solucién inyectable,
conteniendo al principio activo en forma de flunixinato de meglumina, este tltimo es

un aminocarbohidrato obtenido a partir de glucosa y metilamina (Cassimiro, 2011)

(Figura 21).
= 0
\_/

NH
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=
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i
i
‘:

CF,

(a) (b)
Figura 21. a) Estructura quimica del flunixinato de meglumina. b) Forma farmacéutica

comercial.

El flunixinato de meglumina es un potente antiinflamatorio no esteroideo, sin
ser un corticoide o narcdtico. Como analgésico es mucho mas potente que la
mepiridina y la codeina, tiene una potencia por miligramo de cuatro veces mas que la
fenilbutazona. Ademas, ha demostrado ser un agente antipirético eficaz. Este farmaco
esta indicado para caninos, bovinos, ovicaprinos, equinos y porcinos, principalmente;

siendo las vias intramuscular e intravenosa las mas comunes. (Merril, 2007) (Figura
22).

El clonixin (2) por su parte, se vende comercialmente como clonixinato de lisina,
este destaca por su potente actividad analgésica, dicho farmaco es indicado para
tratar dolores intensos principalmente en pacientes adultos (Finch, 1971), sin
embargo, la informacién oficial sobre los efectos del clonixinato de lisina en el hombre

es muy limitada. En contraste, es un agente de uso comun en el campo veterinario.
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Figura 22. Especies animales en las que se utiliza el flunixin cominmente.

Sobre estos derivados del acido nicotinico existe una patente del ano 2017
donde se reporta la actividad citotéxica de los complejos obtenidos a partir del cis-
platino (Figura 23) (Jiang, 2017). Ademas un estudio preliminar de la reactividad de
1 frente a Zn(II) reveld el potencial de este tipo de estudios para la obtencién de

moléculas novedosas con potenciales aplicaciones quimicas y farmacolégicas

(Ferreira, 2018).
H3N-Pt 5 H3N-Pt 6

Figura 23. Complejos de cis-platino con flunixin (a) y clonixin (b).

A la fecha, inicamente existen estos reportes, por lo que en el presente proyecto
se plantea explorar la reactividad de los compuestos derivados del acido nicotinico 1y
2 frente a diferentes sales metalicas, lo que propiciara la formaciéon de complejos

novedosos con prometedoras propiedades quimicas y farmacologicas.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad se sabe del uso de AINE’s como ligantes para la generacion de
complejos de coordinacién; sin embargo, existen pocos reportes sobre el uso de
compuestos arilaminonicotinicos donde se explore su reactividad frente a metales de
transicion. El uso de zinc(II), rutenio(Il) y platino(II) como fuente metalica para la
sintesis de nuevos complejos de coordinacion abre la posibilidad de obtener
compuestos diferentes en composicion, estructura y geometria lo que nos permitiria
determinar el tipo de reactividad que presentan estas especies quimicas con potencial

aplicacion farmacolégica y/o catalitica.
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4. HIPOTESIS

La obtenciéon de moléculas bioactivas como lo son el flunixin (1) y clonixin (2),
permitira explorar su reactividad frente a las sales de zinc(II), rutenio(II) y platino(II).
Dichos compuestos presentan en su estructura grupos donadores de electrones, afines
a estos centros metalicos, que propiciaran la formacién de complejos de coordinacion

con prometedoras aplicaciones.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar la reactividad de derivados del acido nicotinico frente a zinc(II),

rutenio(Il) y platino(1I).
5.2. Objetivos especificos

¢+ Obtener y caracterizar a los derivados del acido nicotinico flunixin (1) y

clonixin (2) a partir de formas farmacéuticas comerciales.

¢+ Promover reacciones de coordinacion empleando flunixin (1) y clonixin

(2) como ligantes y sales metalicas de Zn(II), Ru(II) y Pt(II).

¢ Caracterizar los complejos metdlicos mediante métodos fisicos,

espectroscépicos y espectrométricos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Obtencion de los acidos nicotinicos 1y 2

Para la obtencidn del flunixin (1), se tomaron 20 mL de la solucién inyectable de
flunixinato de meglumina y se adiciond HCl al 10% para precipitar el flunixin (1), la
suspension se sometié a biparticion con acetato de etilo, la fase organica se evapor6 a
presion reducida. De este proceso se obtuvieron 946 mg de flunixin (1) en forma de

un solido amorfo de color blanco (Figura 24).

Figura 24. Flunixin (1).
Las propiedades fisicas del flunixn (1) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicas del flunixin

Aspecto Sélido amorfo
Color blanco
Punto de fusion 226-228°C
Solubilidad CH30H, AcOEt,
DMSO
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El flunixin (1) fue analizado por RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) en donde se
observé una sefial simple en 10.34 ppm correspondiente al hidrégeno del grupo NH
de la molécula; en 8.38 ppm se encontré una sefial doble de dobles con constantes de
acoplamiento de 7.3 y 2.0 Hz, respectivamente, atribuida a H-4; en 7.33 ppm se
aprecié la sefial multiple de los protones H-5 y H-6; en 6.84 ppm se observo la sefial
doble de dobles (J= 7.7, 4.8 Hz) correspondiente al protén H-5"; en 2.32 ppm se ubico

a la sefial simple perteneciente al metilo de la molécula (Figura 25).

El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 169.4 ppm la sefal de
carbonilo del acido, la sefial cuadruple del carbono del trifluorometilo se apreci6é en
128.2 ppm, entre 155.9 y 108.1 ppm se encontraron las sefiales correspondientes a los

carbonos aromaticos, y en 13.62 ppm se observd la sefial del metilo (Figura 26).

El analisis del flunixin (1) por espectroscopia de infrarrojo (IR) mostré las
bandas de vibracion de los grupos OH en 3236 cm1, NH en 3235 cm-1, C=N del anillo
de piridina en 1580 y 1313 cm1, C-NH-C en 1117 cm1y C=0 en 1671 cm! (Figura

27). Estos datos coinciden con los reportados anteriormente (Ferreira, 2018).
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Continuando con la obtencién de las materias primas, se triturando 10 tabletas
de clonixinato de lisina, estas fueron puestas en agitacidon en acetato de etilo durante
30 minutos, se filtré y evaporé a presion reducida, el solido obtenido se disolvié en
agua destilada y se adicion6 HCl al 10% para favorecer el precipitado de clonixin (2)
(Figura 28), la suspension se sometid a biparticién con acetato de etilo, la fase
organica se evapord a presion reducida. De este proceso se obtuvieron 1.4 g de

clonixin (2) en forma de un sélido amorfo de color blanco.

e

Figura 28. Clonixin (2).

Las propiedades fisicas del clonixin (2) se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicas del clonixin (2)

Aspecto Solido amorfo
Color blanco
Punto de fusion 235-237°C
Solubilidad CH30H, AcOEt, DMSO

El analisis de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) mostré en 10.31 ppm una sefial
simple correspondiente al grupo NH de la molécula; en 8.34 ppm se encontré una
sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento de 4.7 y 1.9 Hz, atribuida a H-
6; en 8.26 ppm se observd una sefial doble de dobles (J= 7.7, 1.9 Hz ) correspondiente
a H-4"; en 8.11 ppm se encontr6 una sefial doble con una constante de acoplamiento
de 8.0 Hz, atribuida a H-4; en 7.21 ppm se aprecio la seial triple (J= 8.0, 8.0 Hz)
asignada a H-5; en 7.17 se observo la sefial doble de dobles (/= 8.0, 1.1 Hz); en 6.87
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ppm se localiz6 la sefial doble de dobles (J= 7.7, 4.7 Hz) correspondiente al protén H-
5% en 2.33 ppm se ubic6 a la sefial simple perteneciente al metilo de la molécula

(Figura 29).

El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 169.2 ppm la sefial
del carbono del acido carboxilico, entre 155.9 y 107.9 ppm se encontraron las sefiales
correspondientes a los carbonos aromaticos, y en 14.8 ppm se observé la sefal del

metilo (Figura 30).

El analisis del clonixin (2) por espectroscopia de infrarrojo (IR) mostré las
bandas de vibracién de los grupos OH en 3404 cm-1, C=N del anillo de piridina en 1552
y 1374 cm’], C-NH-C en 1231 cm1y C=0 en 1644 cm! (Figura 31).
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6.2. Preparacion de los carboxilatos de sodio 3 y 4

Por lo reportes generados en el grupo de trabajo anteriormente (Ferreira, 2018),
se sabe que el formar la sal sddica de los acidos carboxilicos presentes en los ligantes,
favorece de manera significativa la formacién de los complejos metalicos. Por lo cual,
se prepar6 el flunixinato de sodio (3) y el clonixinato de sodio (5), haciendo
reaccionar un equivalente del respectivo acido nicotinico con 1.2 equivalentes de

NaOH (Esquema 1), los cuales se dejaron en agitaciéon por 2 horas a temperatura

ambiente.
(0) OH (0) ONa
CHy CHy
X N N NaOH, T. A, 2 h> X N N
N .= \ N~
1 X= CF,4 3 X=CF,4
2 X= 4 X=

Esquema 1. Preparacidn de las sales sodicas 3 y 4.

El producto de reaccion obteniendo de la preparaciéon del flunixinato de sodio
(3) fue un solido de color amarillo con punto de fusién de 152-154 °C (Tabla 3), su
espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) mostré una sefial simple en 12.89 ppm
correspondiente al proton del grupo NH, esta sefial muestra un cambio significativo en
su desplazamiento con respeto a la observada en el flunixin (1), esto puede ser debido
a la fuerza de la interaccioén intramolecular de tipo puente de hidrégeno, siendo mas
fuerte en el flunixinato de sodio (3) debido a la presencia del grupo carboxilato. Asi
mismo se observd un cambio en los desplazamientos de las sefiales de los protones
aromaticos, siendo el mas notorio el desdoblamiento de la sefial multiple
correspondiente a H-5 y H-6, ahora se puede apreciar una sefial triple (/= 8.0, 8.0 Hz)

en 7.31 ppm y una sefial doble (J= 8.0 Hz) en 7.21 ppm, respectivamente (Figura 32).
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El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 170.0 ppm la sefial de
carboxilato, también se puede apreciar un desplazamiento a frecuencias mayores en la
sefial C-1 en 141.8 ppm, lo mismo ocurrié en la sefial C-3" en 117.6 ppm, esto se debe a
su posicidn que es adyacente al carbonilo (Figura 33), estos datos coinciden con los

reportados anteriormente (Ferreira, 2018).

El andlisis del flunixinato de sodio (3) por espectroscopia de infrarrojo (IR)
mostré las bandas de tension asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en 1594 y
1397 cm-l, ademas de las vibraciones para los grupos C=N en 1580 y 1313 cm

respectivamente y C-NH-C en 1117 cm-! (Figura 34).

El clonixinato de sodio (4) se prepard bajo las mismas condiciones en la que se
obtuvo el compuesto 3 (Esquema 1). El producto de reaccién se obtuvo en forma de
un solido amarillo con un punto de descomposicion de 250 °C (Tabla 5). De igual
manera que con el carboxilato 3, su espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)
mostré los cambios mas significativos en la sefial simple en 12.91 ppm
correspondiente al protén del grupo NH y el desdoblamiento de la sefial maultiple
correspondiente a H-5 y H-6, ahora se pueden apreciar como una sefal triple (J= 8.0,
8.2 Hz) en 7.12 ppm y una sefial doble de dobles (J= 8.0, 0.7 Hz) en 6.95 ppm (Figura
35).

El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 169.6 ppm la sefial
del carbono del carboxilato, también se puede apreciar un desplazamiento a

frecuencias mayores en la sefial C-1 en 141.9 ppmy C-3"en 117.8 ppm (Figura 36).

El andlisis del clonixinato de sodio (5) por espectroscopia de infrarrojo (IR)
mostroé las bandas de tension asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en 1591 y
1393 cm'l, ademas de las vibraciones C=N del anillo de piridina en 1612 y 1327 cm-
respectivamente y C-NH-C en 1261 cm-! (Figura 37).
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6.3. Obtencion de los complejos de zinc5y 6

Para la formacion de los complejos metdlico se hicieron reaccionar dos
equivalentes de los respectivos carboxilatos 3 y 4 con un equivalente de ZnCl2 a
temperatura ambiente, utilizando agua como disolvente, durante 15 minutos, como se
muestra en el Esquema 2. Los productos de reaccién se extrajeron por biparticion
utilizando acetato de etilo y este se evaporo a presion reducida en rotavapor.

Z "N
I
N N CF;
H

0 ONa CH,

CH 0,"\0
3 H ch12/H20 \ /

I R T. A, 15 min

N~ CH,
3 X= CF3
4 X= N _

5 X= CF;
6 X=

Esquema 2. Preparacién de los complejos 5y 6.

El complejo Zn(flunixinato)z (5) se obtuvo en forma de un s6lido amorfo de color
blanco, con un rendimiento de 97%, presentd propiedades fisicas distintas a las del

flunixin (1) y el flunixinato de sodio (3) (Tabla 3).

Tabla 3. Propiedades fisicas del flunixin (1), flunixinato de sodio (3) y Zn(flunixinato) (5)

1 3 5
Aspecto Sélido cristalino Sélido Sélido
Color Incoloro Amarillo Blanco
Punto de fusion 226-228°C 152-154 °C 189-190 °C

Solubilidad CH30H, AcOEt, AcOEt, Acetona, i-PrOH, CHzClz, CHCI3,
DMSO CH3CN, CH30H, H20, acetona, CH30H,
DMSO DMSO
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El andlisis por RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) mostré las sefiales
correspondientes a la porcién organica del complejo, destacando en 11.28 ppm una
sefal simple correspondiente al grupo NH de la molécula, la cual se desplaz6 a
frecuencias menores respecto al carboxilato 3; asi mismo se apreciaron ligeros
cambios en los desplazamientos de las sefiales correspondientes a los hidrégenos
aromaticos H-6", H-5" y H-4, el resto de las sefiales conservaron su desplazamiento

quimico (Figura 38).

El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 171.4 ppm la sefal de
carboxilato, también se puede apreciar un desplazamiento a frecuencias mayores en la
sefial C-6" en 150.3 ppm, ya que su entorno se ve modificado. Algo similar ocurrié con
las sefiales en 125.6 ppm (C-3) y 123.3 ppm (C-2), el resto de las sefiales mantuvieron

su desplazamiento quimico. (Figura 39).

El complejo 5 fue analizado por espectroscopia de infrarrojo (IR), donde se
observaron las bandas de tensién asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en
1586 y 1398 cm1, ademads de las vibraciones para los enlaces carbono nitrégeno del
anillo de piridina en 1513 y 1316 cm'! respectivamente y C-NH-C en 1109 cm
(Figura 40).

En la caracterizacion de complejos metalicos con ligandos carboxilato, la
espectroscopia de infrarrojo ha sido una técnica fundamental, ya que permite
proponer el modo de coordinacion con base en la diferencia (A) de desplazamiento
entre las bandas de estiramiento asimétrico y simétrico caracteristicas del grupo
carboxilato [4= 1,5(CO0-)-15(CO0-)]. De acuerdo con el andlisis descrito por Deacon y
Phillips en 1980, los complejos con carboxilatos monodentados presentan valores de
A mucho mayores que los carboxilatos libres (valor idnico), los complejos bidentados
quelato muestran una A significativamente menor que los valores idnicos, y en
complejos con carboxilatos puente la diferencia (A) es ligeramente menor o igual al
valor iénico. El andlisis del complejo 5 por IR mostr6é dos bandas fuertes en 1594 y

1397 cm-! asignadas a los estiramientos asimétrico [ ,5(COO-)] y simétrico [vs(CO0-)]
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del carboxilato, respectivamente. La coordinaciéon del ligante al centro metalico
provoc6 un cambio en el desplazamiento de las bandas de v,5(CO0-) y 15(CO0-), ya que

en el flunixinato de sodio (3) se observaron en 1586 y 1398 cm-1, respectivamente.

Los valores obtenidos permitieron proponer el modo de coordinaciéon del
carboxilato con base en la diferencia entre sus dos bandas vibracionales
caracteristicas [4= 1,5(C0O0-)-15(C0O0-)]. La 4= 188 cm! en el complejo 5 es menor a la
del flunixinato de sodio (3) (4= 197 cm) sugiriendo una coordinacion bidentada

quelato, segun el andlisis descrito por Deacon y Phillips (1980).

El andlisis elemental sugiere la formaciéon del complejo Zn(flunixinato)2 (5) en
presencia de una molécula de agua y una molécula de metanol, provenientes del

proceso de obtencién del producto (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del Analisis Elemental para el complejo 3.

Compuesto Calculado Experimental Diferencia
C 49.34% C 49.44% C 0.10%
H 3.71% H 3.30% H 0.41%

C28H20F6N404Zn-H20-CH30H

Estos datos espectroscépicos coinciden con los reportados anteriormente

(Ferreira, 2018). Con lo cual se valida la obtencién del complejo Zn(flunixinato)z (5).
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La preparaciéon del complejo 6 se llevd a cabo bajo las mismas condiciones en las
que se obtuvo el complejo 5 (Esquema 2). El producto de reacciéon se obtuvo en un

rendimiento de 98%, present6 propiedades fisicas distintas a las de sus precursores 2

y 4 (Tabla 5).

Tabla 5. Propiedades fisicas del clonixin (2), clonixinato de sodio (4) y Zn(clonixinato) (6)

2 4 6
Aspecto Sélido Sélido Sdélido
Color blanco amarillo amarillo
Punto de fusion 235-237°C 170-172 °C
Punto de 250°C 230°C
descomposicion
Solubilidad CH30H, AcOEt, Acetona, CH3OH, CH2Clz, CHClI3,
DMSO H20, DMSO CH30H, DMSO

El analisis por RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) mostrd las sefiales caracteristicas
del acido nicotinico 2, de igual manera que en el compuesto 5 los cambios mas
significativos se observaron en la sefial simple en 11.21 ppm correspondiente al
grupo NH de la molécula, y en las sefiales correspondientes a los hidrégenos
aromaticos H-6", H-4'y H-4, el resto de las sefiales mantuvieron su desplazamiento

(Figura 41).

El espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) mostré en 171.8 ppm la sefial
de carboxilato, la cual se desplazé a frecuencias mayores respecto a la materia de
partida, también se puede apreciar un desplazamiento a frecuencias mayores en las

sefiales C-6", C-3 y C-3’, el resto de las sefiales mantienen su desplazamiento quimico

(Figura 42).

El complejo 6 fue analizado por espectroscopia de infrarrojo (IR), donde se
observaron las bandas de tension asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en

1583 y 1395 cml, ademas de las vibraciones caracteristicas para el doble enlace
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carbono nitrégeno del anillo de piridina en 1513 y 1316 cm, respectivamente y C-

NH-C en 1109 cm-! (Figura 43).

Estos datos espectroscopicos permitieron proponer el modo de coordinacién del
carboxilato. La 4= 188 cm1 en el complejo 6 es menor a la del clonixinato de sodio (5)
(4= 198 cm) sugiriendo una coordinaciéon bidentada quelato, segin el analisis

descrito por Deacon y Phillips (1980).

El andlisis elemental sugiere la formaciéon de un complejo formado por dos
moléculas de clonixinato y un atomo de zinc(II), en presencia de dos moléculas de

agua, provenientes del proceso de obtencién del producto (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del Analisis Elemental para el complejo 6.

Compuesto Calculado Experimental Diferencia
C 49.98% C 49.95% C 0.03%
C26H20C12N404ZH'2H20 H 387% H 386% H 001%
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Figura 43. Espectro de infrarrojo del complejo 6.
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Con base en los resultados obtenidos se propone la estructura para los
complejos 5 y 6, los cuales estan constituidos por dos moléculas de las respectivas
sales sédicas (3 y 4) coordinadas a través del carboxilato de manera bidentada
quelato hacia un atomo de zinc mediante dos enlaces covalentes y dos de
coordinaciéon promoviendo una geometria tetraédrica (Figura 44), destacando que
los diferentes grupos halogenados presentes en el anillo de benceno de cada
compuesto no influye en la reactividad de los acidos nicotinicos, y que a pesar de tener

mas de un posible sitio de coordinacién, esta se dirige inicamente hacia el grupo

~

N N X
H

0" "o

\ /

carboxilato.

5X= CF3
6 X=

Figura 44. Estructura propuesta para los complejos 5y 6.
6.4. Obtencion de los complejos de Pt 7y 8

Continuando con el estudio de la reactividad de los derivados de acido nicotinico
1y 2, se hicieron reaccionar dos equivalentes de las respectivas sales sédicas 3 y 4
con un equivalente de Kz[PtCls] a temperatura ambiente, utilizando agua como
disolvente, durante 24 horas (Esquema 3). El crudo de reaccién se secod bajo una
corriente de aire, posteriormente se hicieron lavados con cloruro de metileno, acetona

y metanol.
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Kz[PtCl4]/H 0 l)It,O
T. A, 24h 0~ 'H‘\j)

Esquema 3. Preparacién de los complejos 7 y 8.

De esta manera se obtuvo el complejo Pt(clonixinato)2 (7) en forma de un sélido
amorfo de color café. El complejo 7, obtenido con un rendimiento de 73%, present6
propiedades fisicas distintas a las del clonixin (2) y el clonixinato de sodio (4) (Tabla

7).

Tabla 7. Propiedades fisicas del clonixin (2), clonixinato de sodio (4) y Pt(clonixinato) (7)

2 4 7

Aspecto Sélido cristalino Sélido Sélido

Color Incoloro Amarillo Café

Punto de fusion 226-228°C 152-154 °C
Punto de 240°C

descomposicion
Solubilidad CHsOH, AcOEt, AcOEt, Acetona, i-PrOH, acetona, CH3OH,
DMSO CHzCN, CH30H, H-0, DMSO
DMSO

En el andlisis por RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) se observaron las sefales
caracteristicas del clonixin (2), encontrando que la sefial simple en 12.23 ppm
correspondiente al grupo NH de la molécula mostr6é un cambio en su desplazamiento
quimico; ademas la sefal doble de dobles asignada a H-4" en 8.25 ppm se desplazo
ligeramente a frecuencias menores, el resto de las sefiales mantuvieron su

desplazamiento quimico (Figura 45).
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En el espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) se destaca la ausencia de la
sefial del carboxilato esto se puede deber a la presencia del metal, el resto de las

sefales mantienen su desplazamiento quimico. (Figura 46).

El andlisis del complejo 7 por espectroscopia de infrarrojo (IR), mostré las
bandas de tension asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en 1618 y 1394 cm-,
ademas de las vibraciones para el enlace doble C=N del anillo de piridina en 1514 y

1327 cm respectivamente y C-NH-C en 1019 cm-! (Figura 47).

Estos datos espectroscopicos permitieron proponer el modo de coordinacién del
carboxilato, ya que el 4= 224 cm-! en el complejo 7 es mayor a la del clonixinato de
sodio (5) (4= 198 cm1) sugiriendo una coordinacién monodentada, segln el analisis
descrito por Deacon y Phillips (1980), de igual manera lo sugiere el reporte de Jiang

descrito en el 2017.

El andlisis elemental sugiere la formacién de un complejo formado por dos
moléculas de clonixinato y un d&tomo de platino(Il), en presencia de tres moléculas de
agua y una molécula de acetona, provenientes del proceso de obtencion del producto

(Tabla 8).

Tabla 8. Resultados del Analisis Elemental para el complejo 7.

Compuesto Calculado Experimental Diferencia

C 41.94% C 42.01% C 0.07%

C26Hz0CLN4O4PE3H0-C3HeO (3 900, H 3.60% H 0.28%
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La preparaciéon del complejo 8 se llevd a cabo bajo las mismas condiciones en las
que se obtuvo el complejo 7 (Esquema 3). El complejo Pt(flunixinato)2 (8) se obtuvo
en un rendimiento de 79%, este presentd propiedades fisicas distintas a las del

flunixin (1) y el flunixinato de sodio (3) (Tabla 9).

Tabla 9. Propiedades fisicas del flunixin (1), flunixinato de sodio (3) y Pt(flunixinato) (8)

1 3 8
Aspecto Sélido Sélido Sélido
Color blanco blanco morado
Punto de fusion 235-237°C 152-154 °C 122-123°C
Solubilidad CH3O0H, AcOEt, Acetona, CH30H, H-0, Acetona, AcOEt,
DMSO DMSO CH30H, DMSO

El analisis por RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) mostré las sefiales caracteristicas
del flunixin (1), asi como en el complejo 7, los cambios mas significativos se observan
en la sefal simple en 11.68 ppm correspondiente al grupo NH, y en las sefiales
asignadas a H-6y H-4’, el resto de las sefiales mantuvo su desplazamiento quimico

(Figura 49).

En el espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) también destaca la ausencia
de la senal correspondiente al carbono del carboxilato, ademas mostré el
desplazamiento a frecuencias mayores en la sefial C-6" en 150.2 ppm, el resto de las

sefiales mantienen su desplazamiento quimico (Figura 50).

El complejo 8 fue analizado por espectroscopia de infrarrojo (IR), donde se
observaron las bandas de tension asimétrica y simétrica del grupo carboxilato en
1618 y 1394 cm1, ademas de las vibraciones para el enlace doble carbono-nitrégeno
del anillo de piridina en 1585 y 1315 cm, respectivamente y C-NH-C en 1109 cm!
(Figura 51).
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Estos datos espectroscépicos permitieron proponer el modo de coordinacién del
carboxilato. La 4= 224 cm-! en el complejo 8 es mayor a la del flunixinato de sodio (3)
(4= 198 cm1) sugiriendo una coordinacién monodentada, segin el andlisis descrito

por Deacon y Phillips (1980).

Con base en los datos experimentales obtenidos, y los reportes encontrados
(Jiang, 2017), se propone la estructura para los complejos 7 y 8, los cuales estan
constituidos por dos moléculas de las respectivas sales sédicas (3 y 4) coordinadas a
través del nitrégeno de la amina y del oxigeno del carboxilato de manera bidentada
hacia un atomo de platino mediante dos enlaces covalentes y dos de coordinacion
promoviendo una geometria cuadrada (Figura 52). Cabe mencionar que en este caso
el modo de coordinacién del grupo carboxilato es diferente con respecto a los

complejos 5y 6, debido a la afinidad que presenta el centro metalico hacia los atomos

de hidrégeno.
X
Z "N
N | H
N
|1 .O 0)
Pt
7
| AN
\ g~
X
7 X=
8 X=CF;

Figura 52. Estructura propuesta para los complejos 7 y 8.
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6.5. Estudio de la reactividad de 1 y 2 frente a Ru(II)

El estudio de la reactividad de los derivados de acido nicotinico 1y 2 con la sal
metalica de rutenio p-cimeno, se llev6 a cabo haciendo reaccionar dos equivalentes de

ligante con un equivalente del dimero de la sal metalica (Esquema 4).

X= CF3,

Esquema 4. Reaccidn general para la formacién de complejos de rutenio.

Todas las condiciones ensayadas para esta reacciéon se muestran en la Tabla 10,
destacando que en ninguno de estos ensayos fue posible aislar algun producto de
reaccion.

Tabla 10. Condiciones de reaccién utilizadas para la formacién de complejos de rutenio.

Entrada Disolvente  Temperatura Tiempo Reactivos Productos
(horas)
1 H-0 t.a 3 5+a Degradacién
2 CHs;0H t.a. 18 5+a Degradacién
3 CH2Cl; t. a. 18 5+a Degradacién
4 CH3;0H t.a 3 5+a Degradacion
5 CH:Cl; t.a. 3 5+a Degradacion
6 CH3CN t.a. 3 5+a Degradacion
7 CH3;0H Reflujo 2 5+a Degradacion
8 CH3;0H t.a. 3 5+a+b Degradacion
9 CH30H t.a. 3 2+a+b R
10 CH30H Reflujo 2 2+a+b R
11 H-0 t.a. 3 3+a Degradacién
12 CHs;0H t. a. 18 3+a Degradacién
13 CHzCl; t.a. 18 3+a Degradacion
14 CH3;0H t.a 3 3+a Degradacion
15 CH2Cl; t.a. 3 3+a Degradacion
16 CHs;CN t. a. 3 3+a Degradacién
17 CH3;0H Reflujo 2 3+a Degradacién
18 CH3;0H t.a. 3 3+a+b Degradacion
19 CH30H t. a. 3 1+a+b R
20 CH3;0H Reflujo 2 1+a+b R

t. a= Temperatura ambiente, a=[Ru(p-cimeno)Cl;]., b=NH4PFs, R= Reactivos
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Cabe mencionar que los productos de reaccién obtenidos después del proceso de
extracciéon se degradaban al poco tiempo, esto se denota en el cambio de coloracién y

aspecto de la muestra, ya que, a partir de un color naranja, en cuestion de horas

pasaba a ser totalmente negro (Figura 53).

Figura 53. Producto de reaccion obtenido (a) y producto de reaccién después de 18 horas(b).

Ademas de esto, en los espectros de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de las
muestras analizadas, se pueden observar entre 6.15 y 5.86 ppm, las sefiales

caracteristicas para los complejos en descomposicién de rutenio p-cimeno (Figura

54) (Farhana, 2014).
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6.6. Ensayos cualitativos de reconocimiento de iones

En los ultimos afios ha sido de gran importancia el disefio de compuestos
capaces de reconocer iones, este tipo de compuestos han sido objeto de numerosos
estudios y su desarrollo va en aumento ya que es un area que requiere investigaciéon
inmediata para su aplicacién a corto y mediano plazo. Por tal razéon se estudio6 el
comportamiento de los complejos 4 y 6 frente a diversos iones (F-, Cl, Br, I, BH3CN- y
PO4) en forma de sal de tetrabutilamonio (TBA) y otras sales mas como nitrato de
plata y fosfato de bismuto. Los estudios de inicio se llevaron a cabo de manera
cualitativa observando cambios notorios hacia la sal de nitrato de plata. Es por esto

que se decidid valorar de manera cuantitativa por medio de RMN de 1H.
6.7. Titulacion de los complejos 5 y 6 con nitrato de plata en DMSO-dse.

La titulacion se llevo a cabo en RMN de 1H con base en métodos reportados
(Medrano, 2011). Para dicho estudio se prepar6 una soluciéon 0.03 M de los complejos
5 y 6, posteriormente se fueron agregando diferentes equivalentes del catiéon en su

forma de sal de AgNOs.

La titulacion se llevo a cabo tomando en cuenta el desplazamiento quimico del
protén del NH, asi como de los hidrogenos aromaticos del anillo de piridina H-6"y H-4"
que de forma libre aparecen en 11.28, 8.30 y 8.25 ppm respectivamente, esto para el

complejo 5.

En la Figura 55 y en la Tabla 11 se pueden observar los cambios en los
desplazamientos de las sefiales de los hidrégenos aromaticos del anillo de piridina H-
6’y H-4’, asi como del hidrégeno del grupo NH, respecto a los diferentes equivalentes

de nitrato de plata que se adicionaron.
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Tabla 11. Desplazamientos de las sefiales de hidrégeno del complejo 4 respecto a los

diferentes equivalentes de AgNOs.

Entrada AgNOs (eq) 6 (ppm) NH 8 (ppm) H-4° & (ppm) NH-6"
1 0.0 11.28 8.30 8.25
2 0.05 11.30 8.30 8.25
3 0.18 11.33 8.30 8.25
4 0.40 11.38 8.30 8.25
5 0.70 11.43 8.30 8.25
6 1 11.46 8.30 8.25
7 1.30 11.51 8.31 8.24
8 1.73 11.53 8.31 8.24
9 2.16 11.57 8.31 8.24
10 2.6 11.61 8.31 8.23

Como se puede observar, la sefial correspondiente al hidrégeno de la amina es el
que mas presenta el efecto de desplazamiento a frecuencias altas desde 11.28 a 11.61
ppm, mientras que para los hidrégenos aromaticos del anillo de piridina el cambio en
su desplazamiento es menor. Estos cambios en los desplazamientos sugieren que la
interaccion con el cation plata se lleva a cabo con los nitrégenos del grupo NH y el

nitréogeno del anillo de piridina.

Siguiendo la metodologia anterior se llevo a cabo la titulacion para el complejo 6,
donde se observo el mismo comportamiento para los hidrogenos del grupo amina, asi

como los hidrégenos aromaticos H-4 y H-6" de los anillos de aromaticos (Figura 56).
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En la Tabla 12 se muestran los cambios en los desplazamientos de las sefiales de
los hidrégenos, respecto a los diferentes equivalentes de nitrato de plata que se
adicionaron. Observando que los hidrégenos cercanos a las posiciones del grupo NH y
el nitrégeno del anillo de piridina se ven mas afectados, lo cual corrobora que la

interaccidén con el catién plata se lleva acabo con estos nitrégenos.

Tabla 12. Desplazamientos de las sefiales de hidrégeno del complejo 6 respecto a los

diferentes equivalentes de AgNOs.

Entrada AgNOs (eq) 6 (ppm) NH 6 (ppm) H-4 8 (ppm) NH-6’
1 0.0 11.27 8.33 8.25
2 0.05 11.27 8.33 8.25
3 0.18 11.28 8.33 8.25
4 0.40 11.33 8.35 8.25
5 0.70 11.36 8.35 8.25
6 1 11.41 8.36 8.25
7 1.30 11.43 8.36 8.25
8 1.73 11.48 8.36 8.25
9 2.16 11.51 8.37 8.24
10 2.6 11.52 8.37 8.24

Los cambios en los desplazamientos quimicos observados son muy similares a
los del complejo 5, por lo que se propone que el complejo 6 interacciona de la misma

forma con el cation plata.

Esto es de gran importancia ya que actualmente la plata se utiliza ampliamente
en la industria eléctrica, la industria fotografica, la industria farmacéutica y en la
elaboracion de espejos. Sin embargo, es uno de los metales pesados y su uso excesivo
ha desencadenado una crisis ambiental, ya que es bien sabido de los efectos téxicos
ocasionados por la plata a altas concentraciones. Actualmente existen varios métodos
para la deteccién de iones de plata como lo son la espectrometria de absorcién

atomica, espectrometria de fluorescencia atémica, espectrometria de masas, entre
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otras; pero estas tienen el inconveniente de ser técnicas costosas y que requieren
personal calificado para el manejo de los equipos (Xiao, 2017). Es por esto que los
complejos 5 y 6 vislumbran una potencial aplicacién al ser utilizados como sensores

para la deteccién de iones de plata.
6.8. Ensayos biologicos de los compuestos 3,4, 5y 6.

En la actualidad se sabe que al coordinar algin compuesto organico que
presente cierta actividad bioldgica, esta se puede potencializar o cambiar, es por esto
que se decidi6é realizar un ensayo preliminar sobre las actividades bioldgicas que

pudieran tener los complejos de zinc obtenidos a partir de los &cidos nicotinicos 1y 2.

En la Figura 57a y 57c se observa la actividad citotoxica de los compuestos
frente a la linea celular de cancer de colon(HT-29), destacando que los complejos 5y
6 muestran mayor actividad que los respectivos precursores 3 y 4, los resultados
frente a la linea celular de melanoma de piel humana (UACC-62) (Figura 57by 57d),
muestran selectividad de los compuestos debido a su moderada actividad citotodxica,
de igual manera los complejos metdlicos de zinc 5 y 6 mostraron mayor actividad

citotoxica que sus respectivas sales de sodio.

Adicionalmente con los complejos 5 y 6 se realizdé un ensayo de selectividad con
células de piel queratinocitos (HaCaT) y células de melanoma (UACC-62), donde se
observa que ambos complejos muestran buena selectividad, ya que a una
concentracion de 100 pM la viabilidad de las células de piel es muy buena en

comparacion con las células de melanoma (Figura 58).

También se prob6 la actividad antiinflamatoria de los compuestos 3, 4, 5y 6,
midiendo los niveles de las citocinas que intervienen en los procesos inflamatorios,
donde se observa que no hay una diferencia significativa en la modulacién de los
niveles de las citocinas que intervienen en los procesos inflamatorios como TNF-a e

IL-10.
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Figura 57. Viabilidad de lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano HT-29 ay c) y
melanoma de piel humano UACC62 b y d) determinada por el método de MTT posterior a 48 h
de tratamiento con los compuestos 3-6 y oxaliplatino (Oxa) como control positivo a
concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM. Los datos se muestran en las graficas (a-d)
como la media * desviacién estandar y en la tabla e) como ICs¢ expresado en UM #* el error

estandar.

Ademas de esto se realizaron ensayos para ver la capacidad que tienen los
compuestos 3, 4, 5 y 6 para estabilizar radicales libres como el ABTS*, donde se

observa que no presentan una actividad significativa.
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Figura 58. Grafico de porcentaje de viabilidad en ensayos de selectividad en células de piel

queratinocitos HaCaT y células de melanoma UACC-62 mediante MTT a las 48 h de

tratamiento con los compuestos 5 a) y 6 b).
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7. CONCLUSIONES

La extraccion y purificacion de los derivados de acido nicotinico 1 y 2 a partir de
formas farmacéuticas comerciales, y la posterior obtencion de la sal sédica de estos (3
y 4), permitioé explorar su reactividad frente a ZnClz, K2[PtCl4] y el dimero Rutenio p-

cimeno.

El estudio de la reactividad de 1 y 2 permitié la obtencién de los complejos
Zn(flunixinato)2 (5) y Zn(clonixinato)2 (6), con base en los analisis realizados se
propone la estructura para los complejos 5 y 6, coordindndose dos moléculas del
ligante de manera bidentado quelato a través de los atomos de oxigeno del grupo

carboxilato, en donde el &tomo de zinc presenta una geometria tetraédrica.

De igual manera se prepararon los complejos Pt(clonixinato)z (7) y
Pt(flunixinato)2 (8) a partir de los compuestos 1 y 2, con base en los analisis
realizados se propone la estructura para los complejos 7 y 8, coordinandose dos
moléculas del ligante a través de uno de los oxigenos del grupo carboxilato y el
nitrogeno del grupo amino puente de manera bidentado quelato; en donde el atomo

de platino adopto una geometria cuadrada.
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El estudio de la reactividad de los derivados del acido nicotinico 1y 2 frente a la

sal metalica de rutenio(Il), demostré que los productos de reaccién obtenidos no son

estables, por lo que su identificacion y caracterizacion no fue posible, esto debido a su

rapida descomposicion.

Los compuestos 5 y 6 mostraron capacidad de reconocimiento de iones plata y

una moderada actividad citotdéxica contra células HT-29 y UACC-62. Mayor que la de

sus precursores 3 y 4, siendo selectivas hacia células de melanoma humano (UACC-62).

En los ensayos de actividad antiinflamatoria frente a TNF-a e IL-10, asi como de

actividad antioxidante no mostraron actividad significativa.

La obtencién de los complejos 7 y 8 abre la posibilidad a una serie de estudios

relacionados a su actividad biol6gica, ademas de la posibilidad de ser evaluados como

catalizador en diferentes reacciones quimicas.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Generalidades

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotémetro Thermo Scientific
modelo Nicolet iS10 empleando la técnica de ATR. Los datos se expresan en numeros

de onda (v cm1) para los maximos principales de absorcion.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan

corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1H y de 13C se midieron en un
equipo Varian Mercury plus 400, a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente, usando
DMSO0-ds como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los

espectros fueron procesados en el software MestReNova.

Los datos de analisis elemental se obtuvieron de un equipo Thermo Scientific,

modelo Flash 2000, a una temperatura de horno de 950 °C.
8.2. Reactivos y disolventes

El NaOH, AgNOs, ZnCl2, K2[PtCl4] y rutenio p-cimeno fueron adquiridos de

manera comercial.

Los disolventes utilizados durante el proceso fueron destilados en el laboratorio.
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8.3. Flunixin (1)

e El flunixin (1) se obtuvo a partir de una soluciéon
inyectable de flunixinato de meglumina la cual

F3C3 2 contenfa 50 mg/mL de flunixin (1). De esta
4 solucién se tomaron 20 mL y se le adicioné una

L 5 parte igual de agua destilada, posteriormente se

le adicion6é una solucién de HCI al 10% gota a
gota hasta observar la formacion de un precipitado blanco. La extracciéon de este
precipitado se realiz6 empleando un embudo de separacion, utilizando AcOEt como
fase organica, con este solvente se realizaron cuatro extracciones utilizando un
volumen de 20 mL por extraccion. Los lavados se recibieron en un matraz bola y
posteriormente fueron sometidos a evaporacién por presion reducida, de esta manera
se obtuvieron 946 mg un sélido blanco con peso molecular 296.245 g/mol, punto de
fusion de 226-228 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm: 10.34 (1H, s, NH),
8.38 (1H, dd, Jo= 7.3 Hz, Jn=2.0 Hz, H-4), 8.30 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.0 Hz, H-6"), 8.23
(1H, dd, J= 7.7 Hz, J= 4.8 Hz, H-4"), 7.33 (2H, m, H-5 y H-6), 6.84 (1H, dd, /= 4.8 Hz, J=
7.7 Hz, H-5"), 2.32 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm: 169.4
(C=0), 155.9 (C-2), 152.6 (C-67), 140.6 (C-4"), 140.0 (C-1), 128.2 (CF3), 127.3 (C-2),
126.4 (C-4), 126.2 (C-6), 123.3 (C-3), 120.1 (C-5), 114.3 (C-57), 108.1 (C-3), 13.6
(CH3); IR (v, cm™1): (0-H) 3236, (C=N) 1580y 1313, (NH) 1117, (C=0) 1671.
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8.4. Clonixin (2)

4 El clonixin (1) se obtuvo a partir de 10 tabletas
de clonixinato de lisina de 250 mg, estas fueron

3 2 puestas en agitacion en acetato de etilo durante

30 minutos, se filtr6 y evaporé a presion

L * ) reducida, el sdlido obtenido se disolvié en 100

mL de agua destilada y se adiciono HCI al 10%
para favorecer el precipitado de clonixin (2). La extracciéon de este precipitado se
realiz6 empleando un embudo de separacion, utilizando AcOEt como fase organica,
con este solvente se realizaron cuatro extracciones utilizando un volumen de 50 mL
por extraccidn. Los lavados se recibieron en un matraz bola y posteriormente fueron
sometidos a evaporacién por presion reducida, de esta manera se obtuvieron 1.4 g de
un soélido blanco con peso molecular 262.051 g/mol, punto de fusiéon de 235-237 °C.
RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) § en ppm: 10.31 (1H, s, NH), 8.34 (1H, dd, J= 4.7 Hz, J=
1.9 Hz, H-6"), 8.26 (1H, dd, J= 7.7 Hz, J= 1.9 Hz, H-4"), 8.11(1H, d, Jo= 7.8 Hz, H-4), 7.21
(1H, t, Jo= 7.8 Hz, Jo= 8.0 Hz, H-5), 7.17 (1H, dd, Jo.= 7.8 Hz, Jn= 1.2 Hz, H-6), 6.87 (1H,
dd, J= 7.7 Hz, J= 4.7 Hz, H-5"), 2.33 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en
ppm: 169.2 (0=C), 155.9 (C-2), 152.7 (C-6"), 140.6 (C-4"), 139.8 (C-1), 133.5 (C-2),
127.0 (C-4), 126.9 (C-3), 123.7 (C-6), 121.2 (C-5), 114.2 (C-5"), 107.9 (C-3"), 14.8
(CH3); IR (v, cm™1): (O-H) 3404, (C=N) 1552y 1374, (NH) 1231, (C=0) 1644.
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8.5. Flunixinato de sodio (3)

e Para la obtencion del flunixinato de sodio se
disolvi6 .1 g (0.338 mmol) de flunixin en 20

F3C3 3 mL de metanol y se agregaron 1.2 equivalentes
4 (0.162 g) de NaOH, dejandose en agitacién

L 5 durante toda la noche a temperatura ambiente,

la solucién obtenida se evaporé en rotavapor,
el sélido obtenido se extrajo con acetona. Se obtuvo un sé6lido amarillo con punto de
fusion de 152-154 °C en un rendimiento del 99%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6
en ppm: 12.89 (1H, s, NH), 8.80 (1H, d, Jo= 8.1 Hz, H-4), 8.26 (1H, dd, J]= 7.4 Hz, J= 2.1
Hz, H-4"), 8.14 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.1 Hz, H-6"), 7.31 (1H, ¢, Jo= 8.0 Hz, Jo= 8.1 Hz, H-
5), 7.21 (1H, d, Jo= 8.0 Hz, H-6), 6.75 (1H, dd, = 7.4 Hz, J= 4.8 Hz, H-5"), 2.41 (3H, s,
CHs3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm: 170.0 (0=C), 155.9 (C-2"), 148.2 (C-
67), 141.8 (C-1), 139.7 (C-4), 128.9 (CF3), 126.0 (C-5), 124.5 (C-3), 123.5 (C-2), 123.0
(C-4), 117.6 (C-37), 117.2 (C-6), 113.9 (C-5'), 14.1 (CH3); IR (cm1): 1as(COO-) 1589,
15(CO0-) 1393, 4= vas(CO0-)-15(CO0-): 196, (C=N) 1580y 1313, (NH) 1117.
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8.6. Clonixinato de sodio (4)

e Para la obtencién del clonixinato de sodio se
disolvi6 1 g (3.82 mmol) de clonixin en 20 mL

3 z de metanol, posteriormente se agregaron 1.2
equivalentes (0.178 g) de NaOH, dejandose en

L * 5 agitacion durante toda la noche a temperatura

ambiente, la solucién obtenida se evapor6 en

rotavapor, el solido obtenido se extrajo con acetona. Se obtuvo un sélido amarillo con
punto de descomposicion de 250 °C en un rendimiento del 97%. RMN de 1H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 en ppm: 12.91 (1H, s, NH), 8.54 (1H, dd, Jo= 8.2 Hz, Jn= 0.7 Hz , H-4), 8.21
(1H, dd, J= 7.4 Hz, J= 2.1 Hz, H-4"), 8.12 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.1 Hz, H-6), 7.12 (1H, ¢,
Jo= 8.0 Hz, Jo= 8.2 Hz, H-5), 6.95 (1H, dd, Jo= 8.0 Hz, Jm= 0.7 Hz , H-6), 6.73 (1H, dd, ]= 7.4
Hz, J= 4.8 Hz, H-5"), 2.38 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm:
179.6 (C=0), 156.0 (C-2"), 148.0 (C-67), 141.9 (C-1), 149.5 (C-4"), 133.3 (C-2), 126.8 (C-
5), 123.8 (C-3), 120.7 (C-4), 117.8 (C-3"), 117.6 (C-6), 113.7 (C-57), 15.0 (CH3); IR (cm-
1): 1a5(CO07) 1591, »5(CO0-) 1393, 4= vas(CO0)-15(CO0-): 198, (C=N) 1612 y 1327,
(NH) 1261.
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8.7. Zn(flunixinato): (5)

N\ Un lote de 23 mg (0.17 mmol) de ZnCl2
se disolvié en 5 mL de agua destilada,
dejandose en agitacién por 5 minutos.
Posteriormente a esta solucién se
adicion6 0.1 g (33. 7 mmol) de
flunixinato de sodio, la reaccion se dejé
en agitacion por 15 minutos. El crudo

de reaccidon fue evaporado a presion

) reducida obteniéndose un sdlido

amorfo de color blanco con punto de fusiéon de 188-190 °C. En un rendimiento del
98%. RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) § en ppm: 11.28 (1H, s, NH), 8.59 (1H, d, Jo= 7.9
Hz, H-4), 8.30 (1H, dd, J= 7.6 Hz, J= 2.0 Hz, H-4"), 8.25 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.0 Hz, H-
67),7.31 (1H, ¢t, Jo= 8.0 Hz, Jo= 7.9 Hz, H-5), 7.25 (1H, d, Jo= 8.0 Hz, H-6), 6.84 (1H, dd, J=
7.6 Hz, J= 4.8 Hz, H-5"), 2.26 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm:
171.4 (C=0), 155.5 (C-2"), 150.3 (C-6), 140.7 (C-4"), 140.7 (C-1), 127.9 (CF3), 126.0 (C-
6), 125.6 (C-3), 124.4 (C-4), 123.3 (C-2),118.5 (C-5), 114.2 (C-57), 113.1 (C-3"), 13.6
(CH3); IR (cm™): 1as(CO0-) 1585, »(CO0-) 1398; A= 187, (C=N) 1513 y 1316, (NH)
1109.
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8.8. Zn(clonixinato): (6)

4 N\ Un lote de 26 mg (0.19 mmol) de ZnCl2
se disolvio en 5 mL de agua destilada,
dejandose en agitacion por 5 minutos.

Y0

Posteriormente a esta soluciéon se

adicion6 0.1 g (38. 1 mmol) de
clonixinato de sodio, la reaccion se dejo
en agitacion por 15 minutos. El crudo
de reaccion fue evaporado a presion

reducida obteniéndose un soélido

W,

amorfo de color amarillo con punto de
fusion de 170-172 °C. En un rendimiento del 98%. RMN de 1H (400 MHz, DMSO-ds) 6
en ppm: 11.21 (1H, s, NH), 8.33 (1H, d, Jo= 8.4 Hz, H-4), 8.31 (1H, dd, J= 7.6 Hz, J]= 1.9
Hz, H-4"), 8.26 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 1.9 Hz, H-6"), 7.14 (1H, ¢, Jo= 8.0 Hz, Jo= 8.4 Hz, H-
5), 7.03 (1H, d, Jo= 8.0 Hz, H-6), 6.83 (1H, dd, J= 7.6 Hz, J]= 4.8 Hz, H-5"), 2.29 (3H, s,
CHs); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm: 171.8 (C=0), 155.6 (C-2), 150.5 (C-
67), 140.8 (C-1), 140.6 (C-4"), 133.4 (C-2), 126.8 (C-5), 125.1 (C-3), 122.2 (C-4), 119.2
(C-6), 1141 (C-5), 1128 (C-3), 14.7 (CHs); A. E. Calculado para
C26H20C12N404Zn-CH30H-§Na2804: C 49.95%, H 3.73%; Experimental: C
49.95%, H 3.86%; IR (cm): 1as(CO0-) 1583, (CO0O-) 1395; 4= 187, (C=N) 1513 y
1316, (NH) 1109.
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8.9. Pt(clonixinato): (7)

s N Unlote de 73 mg (0.18 mmol) de K2[PtCl4] se disolvid
en 3 mL de agua destilada, dejandose en agitaciéon
por 15 minutos. Posteriormente a esta solucion se le
adicion6 0.1 g (35.1 mmol) del clonixinato de sodio,
la reaccién se dejé en agitacion por 24 horas. El
crudo de reaccioén se secé bajo una corriente de aire,
posteriormente se hicieron lavados con cloruro de
metileno, acetona y metanol, la soluciéon de acetona

fue evaporada, con lo que se obtuvo un sdlido

amorfo de color café, con punto de descomposicidn

de 240 °C. En un rendimiento del 73%. RMN de 1H
(400 MHz, DMSO-ds) 6 en ppm: 12.23 (1H, s, NH), 8.46 (1H, dd, Jo= 8.4 Hz, Jm= 0.8 Hz,
H-4), 8.25 (1H, dd, J= 7.5 Hz, J= 2.0 Hz, H-4"), 8.18 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.0 Hz, H-6"),
7.15 (1H, ¢, Jo= 8.0 Hz, Jo= 8.2 Hz, H-5), 7.01 (1H, dd, Jo= 8.0 Hz, Jm= 0.8 Hz, H-6),
6.77(1H, dd, J= 7.5 Hz, J= 4.8 Hz, H-57), 2.38 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-
ds) 6 en ppm: 155.9 (C-2), 149.2 (C-6"), 141.4 (C-1), 139.9 (C-4"), 133.3 (C-2), 126.8
(C-5),124.5 (C-3), 121.4 (C-4), 118.4 (C-6), 113.9 (C-57), 118.4 (C-37), 14.9 (CH3); A. E.
Calculado para Cz6H20Cl2N404Pt-3H20-C3H6O: C 41.94%, H 3.88%; Experimental: C
42.01%, H 3.60%; IR (cm1): 1as(CO0-) 1618, (CO0-) 1394; A= 224, (C=N) 1514 y
1327, (NH) 1019.
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8.10. Pt(flunixinato): (8)

Un lote de 65 mg (0.16 mmol) de Kz[PtCls] se
disolvi6 en 3 mL de agua destilada, dejadndose en
agitaciéon por 15 minutos. Posteriormente a esta
soluciéon se le adicion6 0.1 g (31.4 mmol) del
clonixinato de sodio, la reaccién se dej6 en agitaciéon
por 24 horas. El crudo de reaccion se sec6 bajo una
corriente de aire, posteriormente se hicieron
lavados con cloruro de metileno, acetona y metanol,
la solucién de acetona fue evaporada, con lo que se
obtuvo un sélido amorfo de color morado, con punto

de fusiéon de 122-123 °C. En un rendimiento del 79%.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & en ppm: 11.68 (1H, s, NH), 8.63 (1H, d, Jo= 7.8 Hz, H-
4),8.28 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-4"), 8.24 (1H, dd, J= 4.8 Hz, J= 2.0 Hz, H-6"), 7.35 (1H, ¢, Jo=
7.8 Hz, Jo= 7.5 Hz, H-5), 7.29 (1H, d, Jo= 7.5 Hz, H-6), 6.83 (1H, dd, J= 7.4 Hz, J= 4.8 Hz,
H-5"), 2.40 (3H, s, CH3); RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) & en ppm: 155.9 (C-2"), 150.2
(C-6), 140.9 (C-4"), 140.2 (C-1), 129.0 (CF3), 126.1 (C-6), 125.8 (C-3), 124.5 (C-4),
123.4 (C-2), 118.5 (C-5), 118.6 (C-3"), 114.1 (C-57), 13.9 (CHs); IR (cm1): 1as(COO")
1618, 15(CO0-) 1394; A= 224, (C=N) 1585 y 1315, (NH) 1109.
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8.11. Ensayos de reconocimiento de iones

El estudio del comportamiento de los complejos 4 y 6 frente a diversos iones (F-,
Cl, Br, I, BH3CN- y PO47) en forma de sal de tetrabutilamonio (TBA) y otras sales mas
como nitrato de plata y fosfato de bismuto, se realiz6 de manera cualitativa
observando cambios notorios en la coloracién hacia la sal de nitrato de plata. Es por
esto que se valoré de manera cuantitativa por medio de RMN de H. Para esto se
prepararon 0.6 mL de una solucién 0.03 M de los complejos 5 y 6 en DMSO-ds, con
esta solucion se realizé la primera medicion en RMN de 'H. Posteriormente se
prepararon 0.5 mL de una solucién 0.05M de nitrato de plata en DMSO-ds, la cual
contenia 2.6 equivalentes de AgNOs, dicha solucion se fue agregando en diferentes
volumenes a la solucién inicial del respectivo complejo (Tablas 11 y 12), posterior a
cada adicion de nitrato de plata se realiz6 una medicién en RMN de H. Los espectros

de RMN de 1H obtenidos fueron procesados en el software MestReNova.
8.12. Cultivos celulares

La linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano HT-29 se obtuvo de la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares; la linea de queratinocitos humanos
espontaneamente inmortalizadas HaCaT se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC); linea celular de melanoma maligno humano UACC-62 fue
proporcionada amablemente por el profesor Miguel Lopez Lazaro, del Departamento
de Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla (Sevilla, Espafia). Todas
las células fueron incubadas en aire humidificado con una incubadora de COz al 5% a
37 °C. HT-29 fue cultivado en el medio 5A de McCoy (PAA, Austria), UACC-62 fue
cultivado en medio RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM y HEPES 25 mM (Gibco, USA.);
HaCaT y CCD-841 se cultivaron en el medio modificado de Eagle (DMEM) (PAA,
Austria) de Dulbecco. Todos los medios de cultivo fueron nutridos con suero fetal
bovino (10%) inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de

estreptomicina (PAA, Austria).
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8.13. Ensayos de citotoxicidad y selectividad

La citotoxicidad in vitro de los compuestos se determiné mediante un ensayo
de absorcién de colorante utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazol (MTT, Calbiochem, Alemania), utilizando las lineas celulares descritas
anteriormente [Mosmann, 1983]. Las células HT-29, UACC-62 y HaCaT fueron
sembradas en placas de 96 pocillos (100 puL/pozo) a una densidad de 104 células por
pozo. Las células se adhirieron durante 24 h en una atmoésfera humidificada del 5% de
CO2 a 37 °C. Después del periodo de incubacion, en todas las lineas celulares se
removié el medio, las células fueron lavadas con tampoén de solucion salina de fosfato
(PBS, 4 °C), y luego incubadas durante 48 horas con las soluciones de los compuestos
(6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pM), preparadas en DMSO (Panreac, Barcelona, Espafa) y
medio de cultivo. Los controles se incubaron en un medio fresco que contenia DMSO
(0,1% v/v), lo que no afecté a la viabilidad celular. Posteriormente las células se
lavaron con PBS antes de la adiciéon de 100 yL de solucién MTT de 0,25 mg/mL en
cada pozo y se incubaron durante 4 horas. Los cristales de formazan se disolvieron
con DMSO (100 pL) antes de medir la absorbancia a 550 nm en un lector de
microplacas Multiskan EX (Labsystems, Thermo Scientific, USA). Los experimentos se

llevaron a cabo por triplicado y se calcul6 la concentracién inhibitoria del 50% (ICso).
8.14. Ensayos de actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los compuestos se determiné utilizando 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonoénico) (ABTS), el cual es un método
colorimétrico [Re et al, 1999]. El radical ABTS* se generé con ABTS (Applichem,
Darmstadt) y persulfato potasico (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Espafia) disuelto en
agua y luego incubado durante 12 a 16 h en la oscuridad. Los compuestos se diluyeron
en el rango de concentracién de 3.12-200 uM y se adicionaron en placas de 96
pocillos. La soluciéon de ABTS* se diluyé con etanol a una concentracién final de
0,0795 mg/mL, equivalente a una absorbancia de 0.7 + 0.02. A continuacion, se afiadi6

un total de 100 YL de esta solucidn y se incubaron durante 6 minutos a temperatura
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ambiente. Después de la incubacion, la absorbancia se midié a 734 nm en un lector de
microplacas multimodo Synergy HT (instrumentos BioTek, EE. UU.). Se utilizé Trolox®
como el antioxidante estandar en el rango de 3.12-200 uM para generar una curva de
calibracién. La concentracidon efectiva del 50% (ECso), concentraciéon a la que la
actividad antioxidante es del 50%, se calcul6 y los resultados se expresaron como

equivalentes de Trolox® (ECso de la muestra/ECso de Trolox®).

8.15. Ensayos de actividad antiinflamatoria

A partir células de THP-1 (15 x 103 células/pozo) se realizé la diferenciacion de
macroéfagos, esto mediante la incubacién con una soluciéon de PMA 8 uyM en placas de
96 pocillos (100 yL/pozo) durante 72 h. Después de esto, el medio de cultivo fue
removido, las células fueron lavadas dos veces con PBS frio, y luego fueron incubadas
con los compuestos a concentraciones de 10, 50 y 100 uyM durante 1 h (concentracion
no letal obtenida en el ensayo MTT). Se utiliz6 dexametasona (1 yM) como compuesto
de referencia positivo. Posteriormente, la respuesta inflamatoria fue inducida por la
adiciéon de un lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (1 yg/ml). Los grupos de
control no estimulados (Control) y estimulados (LPS), fueron incubados con medio de
crecimiento que contiene DMSO (0,1% v/v). Después de las 24 h, los sobrenadantes se
colectaron y almacenaron a 80 °C hasta que se realizaron las mediciones de citoquinas
(TNF-a e IL-10) mediante el ensayo de inmunoabsorbancia del ligado a enzimas
comerciales (ELISA) (Diaclone GEN-PROBE, Francia), segun el protocolo del
fabricante. La absorbancia se midi6 con un lector de microplacas (Labsystems
Multiskan EX, Thermo Scientific) a 450 nm. Para calcular la concentraciéon de
citoquinas, se construy6 una curva estandar utilizando diluciones en serie de las

normas de citoquinas proporcionadas con el Kit.
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8.16. Analisis estadistico

Todos los valores de las figuras, tablas y texto se expresan con medias
aritméticas con rangos de error * respecto al estandar de la media (S.E.M.). Los datos
se evaluaron con el software GraphPad Prism® Version 6.00 (GraphPad Software, Inc.,
SanDiego, CA, USA). La significancia estadistica entre los dos grupos de control se
determiné mediante la prueba t-Student. La significancia estadistica de cualquier
diferencia en cada parametro entre varios grupos se evalu6 mediante un andlisis
unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los

valores P de <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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