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RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 la preparacion del Tetrakis(acetato) de Rhy(I1,11)
[Rho(u-O2.CCHs)s] y  Tetrakis(acetato) de  Rhy(ll,I)-Metimazol [Rha(u-
02CCH3)4](C4HsN2S)2] bajo condiciones de atmodsfera inerte, obteniéndose un

solido de color verde claro y un sélido de color rojo vino, respectivamente.

El compuesto Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,ll) caracterizado por técnicas
espectroscopicas de RMN-'H, RMN-2C, UV-vis, FTIR y Raman ha permitido
establecer la formacién del carboxilato puente bidentado, mientras que la
caracterizacion del aducto Rhz(u-O2CCHs3)4](C4HsN2S)2 por andlisis elemental y
por técnicas espectroscépicas de RMN-'H, RMN-'3C, UV-vis, FTIR y Raman nos
ha permitido proponer que el Tetrakis(acetato) de Rhx(ll,ll) posee dos ligandos de
metimazol enlazados axialmente y ademas justificar que el metimazol se ha

enlazado al rodio por el &tomo de azufre del grupo tiona.

Los ensayos de viabilidad en células Hela y HepG2 fueron realizados para el
Metimazol (C4HgN-2S), Rho(u-O2CCHs)ay [Rhao(u-O2CCHs)4](CaHsN2S)2, mostrando
qgue el aducto Rhy(u-O.CCHzs)s(Hmmi), muestra mayor efecto citotéxico a una
concentracion alrededor de 5 pmol L para células Hela, lo que sugiere que, el
Rha(u-O2CCHs)s puede ser potencializado por la presencia del metimazol,

aumentando su capacidad citotoxica.
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INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades producidas por la degeneracion y
proliferacién de células mutantes en el sistema cuyo nimero de casos ha crecido
tanto en las Ultimas décadas que se ha convertido en una de las principales causas
de muerte en el mundo y la mas mortal en el Perd, siendo los canceres de

estébmago, de préstata y cuello uterino los mas comunes?.

Dependiendo del tipo de cancer y su avance en el organismo se puede optar por
diferentes terapias siendo las mas usadas la quimioterapia y la radioterapia. En la
guimioterapia se suministra al paciente (generalmente por via intravenosa)
compuestos quimicos (“farmacos”) con capacidad de inhibir la proliferacién celular
o destruir las células tumorales.

Debido a la falta de selectividad por las células cancerigenas, estos compuestos
también actlan sobre las células normales produciendo efectos secundarios que
generalmente son transitorios y aparecen durante el tratamiento. Entre los efectos
secundarios se encuentran la toxicidad hematol6gica (los quimioterapeuticos
afectan directa o indirectamente la hematopoyesis que ocurre en la medula 6sea);
la toxicidad digestiva (principalmente sobre el tubo digestivo que afecta la nutricion
del paciente); la toxicidad cardiaca (disfunciones cardiacas temporales hasta
miocardiopatia aguda); la toxicidad renal (nefrotoxicidad); la toxicidad neurolégica

y dermatoldgica (alopecia o caida del cabello)?.

El cisplatino y otros compuestos de platino se siguen usando para el tratamiento
de distintos tipos de cancer, sin embargo, presentan muchos de los efectos antes
mencionados, por lo que la busqueda de nuevos compuestos metalicos
anticancerigenos es una tarea constante hoy en dia. Entre los metales cuya
capacidad anticancerigena se ha estudiado estan el titanio, galio, estafio, rutenio,
paladio, cobre y otros. Un caso especial son los compuestos de rodio, que en sus
estados de oxidacion +1, +2 y +3 presentan alto potencial anticancerigeno. Los
carboxilatos de Rh(ll), en particular, han sido estudiados como anticancerigenos
desde 1972 pero debido a su toxicidad y falta de solubilidad se dejaron de lado
por varios afios. En los Ultimos décadas se ha mejorado estos inconvenientes y
se han preparado metalofarmacos diméricos tipo [Rh"(u-CHsCO2)L]. donde L =

Farmaco con capacidad anticancerigena3.



Siguiendo las investigaciones iniciadas por el grupo liderado por la Dra. Ana
Cecilia Valderrama Negron en el Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y
Metalofarmacos (LIBIPMET) de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), en el
presente trabajo se presenta el estudio de la sintesis y capacidad anticancerigena
in vitro de un aducto dimérico derivado de carboxilato de Rodio(ll) y metimazol, un

farmaco utilizado para el tratamiento de Tiroides.



CAPITULO 1

CAPITULO 1:
GENERALIDADES



CAPITULO 1

1.1 IONES METALICOS EN MEDICINA

La Quimica Bioinorgénica estudia los aspectos relacionados con el papel que desempefian
los iones metdlicos en los sistemas biol6gicos®. Tradicionalmente se ha centrado en el
entendimiento de las propiedades estructurales y funcionales de las metaloproteinas,
especialmente las metaloenzimas, pero con el paso de los afios su interés se ha volcado
hacia la Quimica Medicinal y otros campos de interés industrial y ambiental. La Quimica
Inorganica Medicinal surge como una disciplina mas especifica donde se aprovecha los
conocimientos de la Quimica la Bioinorganica en el disefio de compuestos inorganicos con
aplicaciones medicinales. Los dos grandes hechos que ayudaron a configurar esta
disciplina fueron: (i) el descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino, cis-
[Pt(NH3).Cl], y (i) la aplicacion del isotopo radiactivo °Tc en el diagndstico de

enfermedades.®

La Quimica Inorganica Medicinal hoy en dia se encarga principalmente del disefio de
terapias alternativas para el tratamiento de desequilibrios relacionados a la toxicidad de los
metales pesados (quelatoterapia), la deficiencia de elementos esenciales traza y
ultramicrotraza (suplementacién de metales esenciales), y el disefio de nuevos agentes

terapéuticos y de diagnéstico basados en compuestos de coordinacion.

Si bien las aplicaciones medicinales de los compuestos de coordinacién se han extendido
al tratamiento de muchisimas enfermedades, el campo de principal investigacion sigue
siendo la lucha contra el cancer. El desarrollo cientifico-medicinal ha conllevado a la mejora
de las terapias para el tratamiento y diagnéstico de las enfermedades tumorales pero los
esfuerzos todavia siguen siendo insuficientes ya que el cancer sigue siendo una de las

principales causas de muerte en el mundo.®

1.2 SITUACION DEL CANCER EN EL PERU

Si ubicamos la situacién del Perd en el panorama mundial del cancer, es sorprendente ver
que, si bien no se encuentra entre los paises de mayor incidencia, la tasa de mortalidad es

muy alta comparado con los demas paises.’®?°

La principal causa del alto indice de mortalidad del cancer en el Perd es la limitada
capacidad para la prevencion, diagnéstico y tratamiento efectivo de la enfermedad, razon
por la cual desde 2012, mediante el Decreto supremo 009-2012-SA se declaran de interés
nacional la atencion integral del cancer y mejoramiento del acceso a los servicios
oncoldgicos en el Peru, a través del “Plan Esperanza”.l® Desde el afio 2000, el cancer se

ha constituido en la segunda causa de muerte en nuestro pais (17%) y existe ademas un
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incremento significativo en el numero de casos nuevos. Este mal es causante de muerte
prematura y discapacidad, y se le considera una enfermedad de alto costo. A 2012, el
namero de afos de vida saludable (AVISA) perdidos por cancer fue de 420,024, lo que
constituyé el 7.2% de la carga de la enfermedad. El costo econémico fue equivalente a 900

millones de délares.*t

1.3 AGENTES ANTITUMORALES Y TRATAMIENTOS

El tratamiento tradicional del cancer es multidisciplinar y dependiendo del tipo y del estado
de avance de la enfermedad se suele optar por la cirugia, la quimioterapia y/o la
radioterapia, siendo la primera y Ultima alternativas de aplicacion local en el érgano
afectado, mientras que la quimioterapia es un tratamiento sistémico. Otros tratamientos
méas modernos incluyen la hormonoterapia, indicada normalmente para tumores de
prostata y mama. En la hormonoterapia se administran farmacos que modifican el

comportamiento hormonal sobre los 6rganos afectados.*?

La mayoria de compuestos metdlicos utilizados en quimioterapia estdn basados en
complejos de platino cuyo principal problema es la agresividad sobre la condicién fisica y
mental de los pacientes, razon por la cual se vienen investigando otros diferentes metales.
Asi, muchos de los trabajos actuales dentro de la Quimica Inorganica Medicinal estan
enfocados hacia la sintesis de nuevos agentes anticancerigenos basados en otros metales,
con el fin de evaluar su actividad antitumoral, su mecanismo de accién y los efectos

secundarios sobre el paciente.®

1.4 QUIMICA DE COORDINACION DE RODIO (lI)

El rodio se presenta como constituyente minoritario en los minerales de platino; y como sus
congéneres en el sexteto del platino es un metal bastante raro y caro, es duro, brillante, de
alto punto de fusion, bastante noble y dificil de trabajar. Su principal aplicacion esté en la
produccion de aleaciones con otros metales como platino para ser usados como
catalizadores en la reduccién de emision de contaminantes por los automdviles y la
obtencién de &acido nitrico a partir de amoniaco.®® La industria farmacéutica utiliza
catalizadores de rodio para la produccién de L-Dopa, un farmaco para el tratamiento del

mal de Parkinson.'*

Si bien los compuestos mas estables e importantes ocurren en el estado Rh(lll),
invariablemente diamagnético (d® de bajo espin), el rodio puede formar una enorme

cantidad de compuestos de coordinacion en sus diferentes estados de oxidacién. La Tabla
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1 resume los distintos tipos de geometrias que presenta el rodio en sus compuestos de

coordinacion binarios.®®

Tabla 1. Complejos y geometrias representativas de los complejos de rodio

Estado
de Ligandos _ ] _
] . dan . Ejemplos Geometria comentario
oxidacién tipicos

-1 d© | PFs [Rh(PFs)4] tetraédrica Raro

0 d® | PR3 [Rh2(PF3)s] BPT Muy raro

+1 d® | PR3 [RhCI(PPh3)3] Plano cuadrado* Ubicuo
dppe [Rh(dppe)2]X Plano cuadrado Poco comun
H, PRs [RhH(PPhs3)4] tetraedro apuntado | Comudn
P(OAn); [Rh{P(OAn)3}s]X | BPT Poco comuan

+2 d” | Cl, PRs [RhCI(PCys).] | Plano cuadrado Raro
RCO2, L | [Rh(OCR).py]. | Jaula (lampara Comun

china)**

+3 d® | H, PR3 [RhH2CI(PPhs);] | Piramide cuadrada | Poco comudn
NHs, H,O | [Rh(NH3)e]** Octaedro Ubicuo
Cl, Br, [RhClg]* Octaedro Ubicuo
ox?, en [Rh(ox)s]* Octaedro Ubicuo

+4 d> | F,Cl [RhFe]* Octaedro Raro

+5 da* | F [RhFe] Octaedro Muy raro

* Distorsionado

** Cada Rh presenta geometria octaédrica

La quimica del rodio(ll) difiere muy considerablemente de las especies monoméricas

tetraédrica y octaédricas de cobalto(ll) porque las especies de cobalto(ll) son de espin alto

(d"), mientras que las del rodio(ll) son todos de espin bajo.
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1.4.1 Complejos Monomeéricos

Los complejos mononucleares de rodio(ll) son relativamente raros'®; para el estado de
oxidacién (lII) es mas comun la formacién de estructuras diméricas con dos centros
octaédricos de Rh(Il) y un enlace Rh-Rh. A pesar de ello, complejos octaédricos con un
unico centro de Rh(ll) pueden ser generados por radidlisis o fotdlisis de soluciones acuosas
de Rh(lll). El tiempo de vida de estos compuestos es pequefia y vuelven a oxidarse o se
desproporcionan en Rh(l) y Rh(lll) como el caso del complejo [Rh(bipy)s]**.** Complejos
monomeéricos cuadrado plano mas estables pueden obtenerse con fosfinas terciarias. La
estabilidad de estos compuestos radica en el tamafio de los ligandos o sus propiedades
electronicas. En condiciones intermedias de reaccion las fosfinas terciarias producen
complejos plano cuadrados en la reduccién del tricloruro de rodio hidratado hasta Rh(l),
ecuacion 1.
RhCl #3H O+P(0-C H Me) —C&EH _,RhCl {P(0~C H Me) } (1)
3 2 6 4 3 2 6 4 32

Una prueba para el reconocimiento de los complejos monoméricos de Rh(ll) es su
paramagnetismo, ya que los complejos de rodio (1) y rodio (Ill) son diamagnéticos.*® Los
isébmeros cis y trans del complejo RhCI{P(0-CsHsMe)s}, presentan momentos magnéticos

(1) de 2.0y 2.3 MB respectivamente.®

1.4.2 Complejos Diméricos

Los complejos mas conocidos son los carboxilatos y sus derivados (Figura 1). Estas
especies, de formula general [Rh(O.CR):L]. adoptan una estructura de jaula o lampara
china donde cuatro iones carboxilato sirven de ligandos puente entre dos iones Rh(ll), los

cuales se complementan con un enlace simple Rh-Rh.16

Los ligandos neutros (L) ocupan las posiciones axiales para completar la coordinacion
octaédrica alrededor de los iones Rh(ll). Cabe mencionar que otros ligandos bidentados
tipo N, N o N, O y sus mezclas pueden actuar de puente entre dos iones Rh(ll) de modo
muy similar a los carboxilatos; sin embargo, no se profundizara en ellos debido a su falta

de relevancia para el presente trabajo.
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Figura 1. Estructurajaula o lAmpara china de los carboxilatos(1) y sus derivados(2)
de Rh(ll).
Aparte de las reacciones de intercambio de ligandos con la participacion de los carboxilatos
o el ligando axial, la estructura es bastante estable y los complejos no se oxidan ni se
reducen facilmente. En particular la distancia del enlace Rh-Rh es casi independiente a la
naturaleza del ligando axial (L) que pueden ser oxigenos dadores (agua, alcoholes
pequefios, dimetilsulfoxido y tetrahidrofurano) formando complejos de color azul o verde,
nitrdgenos dadores (amoniaco, piridina, aminas primarias y secundarias) o tioles (rojos o
naranjas). Las fosfinas terciarias y fosfitos pueden alargar los enlaces Rh-Rh generando
compuestos de colores entre rojo y amarillo. Ligandos m-acidos como carbonilos, nitrosilos,
0 isocianatos tienen el mismo efecto sobre la longitud de enlace Rh-Rh. Los halogenuros
favorecen la formacién de compuestos anidnicos mientras que los con mas de un punto de

coordinacion forman polimeros de coordinacién.’

1.4.2.1 Propiedades electrdnicas

Los carboxilatos diméricos presentan un core de {Rh2}** cuya configuracion electrénica es

0'2T|'4626*2'|T*4. 15

Los dos hechos mas importantes relacionadas a las propiedades electronicas del Rh(ll)
son el enlace metal-metal y el rango de color de sus complejos diméricos que van desde
azul al verde para ligandos oxigeno dador, rojo al naranja para nitrégeno y azufre dadores,

y rojo al amarillo para los fosforo dadores.

El espectro visible principalmente consiste de dos transiciones relativamente débiles (¢
200-300) alrededor de 600 nm (Banda I) y 450 nm (Banda Il). A diferencia de la Banda |l,
virtualmente invariante, la posicion de la banda | es dependiente de la naturaleza del

ligando axial (L). La regién UV presenta dos bandas intensas (¢ >10000) cerca de 250 hm
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(Banda Il1) y 220 (Banda 1V) cuya posicion presenta un corrimiento al rojo a medida que se
fortalece el enlace del ligando axial al metal. La Tabla 2 resume las transiciones
electrénicas atribuidas a las bandas en el espectro electrénico de los carboxilatos de
Rh(lI).18

Tabla 2. Bandas y transiciones en el espectro UV/vis de los carboxilatos de Rh(ll)

Banda Amax (NmM) Transicion
I 600 TT*Rh-Rh — O*Rh-Rh
Il 450 TT*Rh-rRh — O*Rh-0
1l 250 (hombro) ORh-Rh — O*Rh-Rh
v 220 ORh-0 — O*Rh-Rh

1.4.2.2 Sintesis

En 1962 Chernyaev et al.'® preparé acetato de rodio (Il) hidratado por accién del acido
acético sobre el hexaclororodio(lll) de amonio ([NH4]s[RhClg]) en soluciéon de etanol.
Andlisis de rayos-X por Porai-Koshits y Antsyshkina?®, ha demostrado que este complejo

posee una estructura dimérica y tiene una distancia metal-metal de alrededor de 0.245 nm.

Los carboxilatos de rodio(ll) fueron los primeros y siguen siendo los mas numerosos
ejemplos de complejos que contienen rodio en el estado de oxidacién (ll), relativamente

poco comun.?t

Johnson, Hunt, y Neumann prepararon acetato de rodio(ll) anhidro por accion del &cido
acético glacial sobre el recién precipitado hidroxido de rodio(lll)?2. Estos autores
encontraron que el complejo anhidro reacciona con diferentes ligandos donadores para
formar un aducto de 1:2. Los aductos mostraron una amplia variacion en colores segun la

naturaleza del ligando.

Hoy en dia una serie de estudios se han reportado en la preparacion y propiedades de

muchos de estos aductos a partir de este complejo dimérico de carboxilato de rodio(ll).

1.5 METIMAZOL

Las imidazoltionas son compuestos heterociclos de la familia de las tioamidas reconocidas

por su amplio rango de actividad farmacolégica. Se aplican como depresores del sistema
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nervioso central, anticonvulsionantes, bactericidas y tirostaticos. Sus complejos metalicos
con glucésidos como ligandos complementarios se han explorado también como

cancerostaticos.?

El metimazol, (1-metil-3H-imidazol-2-tiona) es un farmaco usado por mas de medio siglo
para el tratamiento del hipertiroidismo, especialmente del mal de Graves en Europa, Japon
y los Estados Unidos. Su efecto principal es la inhibicién de la sintesis del precursor de la
hormona tiroidea por competicion con los residuos tirosina de la enzima tiroperoxidasa
(TPO).24%> Es relativamente estable a temperatura ambiente, aunque se recomienda
mantenerlo protegido de la luz.?® Presenta dos tautémeros (Figura 2) de los cuales a la
forma (Il) se le ha atribuido la capacidad yodo-coordinante mediante el grupo tiol en su

mecanismo de accion tirostatica.?’

N/ N/
(=

Figura 2. Formas tautoméricas del metimazol (Hmmi). | es mas estable

Si bien las dos formas tautoméricas pueden actuar como un ligando tipo n!, se han
reportado complejos principalmente con la forma (1) donde el enlace metal-ligando ocurre
a través del grupo tiona. Asi, se han reportado complejos con iones metdlicos blandos
como Ag(l) donde el metimazol segun el método de sintesis puede actuar ademas de la

forma | (Figura 3) también como ligando puente (u-N,S) en complejos dinucleares.?® 2°

La reaccion de trifenilbismuto con metimidazol produce un compuesto organometalico con
geometria de pirAmide cuadrada distorsionada con 4 ligandos aniénicos (n*-S) y un grupo

fenilo.30:31

Con cobre(ll) se ha reportado un complejo octaédrico de geometria elongada

Cu(H20)2(phen)(Hmmi),] donde el metimazol actiia como ligando monodentado (n!-S).%?
[ p g

Por reaccion del tautomero Il con trimetilgalio se han obtenido compuestos diméricos con

puentes metimazolato (u-N,S) tras la pérdida de un metilato del trimetilgalio.®
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Con molibdeno(ll) se ha reportado el compuesto organometalico de estructura
semisandwich [CpMo(CO)z(k2- mmi)] donde el metimazol (en forma aniénica) actiia como
ligando (n?-S,N).3*

Con rutenio(l) se ha reportado el compuesto [Ru(Hmmi)4s(NO)CI]Cl; donde el Ru(l) presenta
un ambiente de coordinacién octaédrico con 4 ligandos Hmmi (n-S) con el NO y Cl en el

eje axial.®

De forma similar la reacciéon de cloruro de antimonio (Ill) con metimazol en un medio
organico neutro produce el complejo [Sb(HmmI).Cls] de estructura piramide cuadrada con
Hmmi (n-S). Las estructuras de rayos X muestran ademas que habria una interaccién
entre cada dos centros de Sb(lll) a través de un S que actla como puente formandose

realmente un ambiente de coordinacion octaédrico.%®

Con el ion metalico Zn(ll) de naturaleza intermedia en la clasificacién de Pearson capaz de
coordinarse al N como al S se ha obtenido un complejo tetraédrico distorsionado donde el
metimazol actia como ligando (n*-S). La metilaciéon del grupo tiol ocasiona la ocurrencia

del modo de coordinacion (n!-N).%

Por otro lado, la forma aniénica (metimazolato) se comporta como un ligando tipo n! o n?, mas

comunmente formando un quelato o puente N, S dador.
/ / / /
N N N _ N

[ = [~ ) C
HooM "\ o

/
AN

M M
n'-s n'-N n'-s n>-N,S u-N,S
(n'-N, n'-8)

VL M/

Figura 3. Modos de coordinacién comunes para el metimazol (Hmmi) y metimazolato
(mmi).

Con oro(lll) se han obtenido complejos con ligandos (n*-S) con propiedades luminiscentes

cuya formacién se favorece en medio basico por la formacién del metimazolato.*’

La reaccién del precursor [Pd((CsH4)-PPh2)Br]. con metimazol en medio basico de NaOMe

produce un compuesto dimérico con geometria plano cuadrado en los centros de Pd(ll).38
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Con rodio(l) se han preparado una familia de compuestos diméricos de férmula
[Rh(L,L)2(mmi)]2 (L,L’ = cod, CO, CO y PPhs) donde el metimazolato(mmi), actia como
ligando puente (u-N,S) entre dos centro metalicos de Rh(l) con geometria plana cuadrada.
Otros compuestos trinucleares [(RhL,L’)s(mmi)2]* ocurren con el metimazolato actuando

como ligando puente (p12-S).%°

1.6 ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Entre los agentes antitumorales no platinicos reconocidos por la presencia de enlaces
metal-metal se encuentran los carboxilatos diméricos de Rh(ll), Re(lll) y Ru(ll,lll) que

presentan actividad antitumoral notable y limitados efectos secundarios.*%4!

Después del cisplatino introducido por Rosenbergen en 1960, los estudios de Bear (1972)
sobre la actividad antitumoral de los carboxilatos de Rh(ll) resultaron muy promisorios y se
pensé en ellos como una segunda linea de complejos metdalicos en la lucha contra el
cancer; por ello se llevaron a cabo mas estudios sobre estos compuestos.*? Si bien los
estudios reportaron mejoras en su capacidad antitumoral no llegaron a superar al cisplatino.
Las mejoras en su capacidad antitumoral se relacioné con el tamafio de la cadena lipofilica
R, (CHsz< CH3CH; < CH3CH,CH, < CH3CH,CH,CH,> CH3CH,CH,CH,CH,)* lo que provoca
una falta de solubilidad de los compuestos asi como un aumento en su toxicidad, por lo

que muchos de los estudios se abandonaron.*

Los primeros estudios mostraron que los compuestos Rhy(u-O2.CR). (R= Me, Et, Pr)
presentan significativa actividad antitumoral in vivo contra tumores L1210%45, ascitico de
Ehrlich 464748 sarcoma 180 y lineas tumorales P388. Si bien no se conoce el mecanismo
exacto de estos compuestos, se ha demostrado que se enlazan al ADN y ARN, inhiben su

replicacion y la sintesis de proteinas de modo similar al cisplatino.49:50:51.52

En estudios recientes de compuestos carboxilatos de Rh(ll) y sus derivados se ha
confirmado la correlacion entre sus caracteristicas moleculares y su citotoxicidad. Dos
factores importantes que probablemente afectan la citotoxicidad de estos compuestos son
la facilidad de su transporte a través de la membrana celular y su capacidad para reaccionar
con blancos celulares. Otros factores que afectarian la citotoxicidad incluyen la labilidad de
los grupos enlazados al metal, la presencia de sitios de coordinacion disponibles, la carga
del complejo y la lipofilicidad del ligando transportador. El efecto de la labilidad sobre la
citotoxicidad estaria relacionado con la facilidad con que los ligandos son reemplazados
por biomoléculas en la esfera de coordinacion. Efecto similar ocurriria por la accesibilidad

de sitios de coordinacion en la esfera de coordinacion que permite la entrada de las
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biomoléculas, mientras que la carga y lipofilicidad afectan directamente a la solubilidad en

medios acuosos Yy el transporte a través de la membrana.*®

Todo lo mencionado anteriormente estda en funcion de los efectos de los ligandos
ecuatoriales; sin embargo, en nuevas metodologias sobre disefio molecular de complejos
metalicos con actividad biolégica se han utilizado complejos diméricos de acetato de Rh(ll),
[Rh2(u-O2CCHs)4] como precursor para la sintesis de nuevos complejos, donde los ligandos
axiales son farmacos de actividad biolégica conocida potencializando la actividad
antitumoral. Asi por ejemplo, se han sintetizado complejos dinucleares de rodio(ll) del

valproato con ligandos axiales de teofilina y cafeina.>®
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2.1 OBJETIVOS GENERALES

- Sintetizar y Caracterizar el compuesto [Rhz(u-O2CCHs)4](CsHsN2S)-.
- Investigar la actividad biolégica in vitro del compuesto sintetizado [Rha(u-
02CCH3)4](CaHsN2S)-.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar y caracterizar el compuesto Tetrakis(Acetato) de Rhy(ll,11).

- Caracterizar el complejo [Rhz(u-O2.CCHz3)4](C4HsN2S), empleando las técnicas
espectroscopicas de: RMN-H, RMN-2C, UV-vis, Infrarrojo (FTIR), Raman y MS—
ESI*.

- Caracterizar el complejo [Rhz(u-O2CCHz3)4](C4HsN2S). empleando métodos térmicos:
Termogravimetria (TG), Termogravimetria Diferencial (DTG).

- Investigar la actividad biolégica in vitro del compuesto sintetizado [Rha(u-
02CCH3)4)(C4HsN2S)2, en células cancerigenas HelLa y HepG2.
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3.1 REACTIVOS Y DISOLVENTES
3.1.1 REACTIVOS

Acetato de sodio, CH;COONa, Sigma-Aldrich
Acido acético, CH;COOH, Sigma-Aldrich
Cloruro de rodio, RhC'3.3H,0, Sigma-Aldrich

Metimazol, CsHeN-2S, Sigma-Aldrich

3.1.2 SOLVENTES

Acetona, Merck
Acetonitrilo, Merck
Agua desionizada
Benceno, Merck
Cloroformo, Merck
Diclorometano, Merck
Dimetilsulféxido, Merck
Etanol, Merck

Eter dietilico, Merck
Metanol, Merck
n-Hexano, Merck
Tetracloruro de carbono, Merck

Tolueno, Merck

3.2 SINTESIS

3.2.1 PREPARACION DEL TETRAKIS(ACETATO) DE Rhx(ll,II)

Se disolvié 0,5000 g (1,90.10° mol) de RhC5-3H,0O en 10 mL de etanol (CH.CH3;OH) y

separadamente, 0,6252 g (7,62.10 mol) de CH;COONa en 10 mL de &cido acético glacial
(CH3COOH). Ambas soluciones fueron mezcladas y mantenidas bajo atmésfera de N
durante 45 min a una temperatura de aproximadamente 65°C (bafio de aceite). La mezcla
fue filtrada en embudo de placa porosa. El solido aislado fue disuelto en 100 mL de etanol
(CHsCH,OH) a temperatura ambiente y esta solucion reflujada durante 3 horas a 60°C. La
mezcla resultante fue filtrada en caliente en papel de filtro lento y el etanol removido por

rotaevaporacion hasta la tercera parte de su volumen inicial.
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Esta solucion fue mantenida en la refrigeradora durante 24 h, y el producto formado fue
lavado y filtrado con etanol helado y secado al vacio durante 10 h en un desecador

conteniendo silicagel.

3.2.2 PREPARACION DEL ADUCTO [Rh2(u-O2CCHa)a(Hmmi)2]

Se disolvi6 0,3333 g (7,53.10° mol) de Rhy(u-O.CCH3)s en 17 mL de etanol vy
separadamente, 0,0344 g (3,01.10* mol) de metimazol (C4HeN2S) en 4 mL de etanol.
Ambas soluciones fueron mezcladas y mantenidas bajo atmdsfera de N;durante 12 h a
una temperatura de aproximadamente 40°C. La mezcla fue filtrada al vacio en embudo de
placa porosa. El sélido aislado fue secado durante 2 dias en desecador conteniendo
silicagel.

3.3 ANALISIS ELEMENTAL

Al Complejo Rodio- Metimazol sintetizado, se le analizé el contenido de carbono, hidrégeno
y nitrégeno como porcentaje en masa. Dicho andlisis elemental se llevé a cabo en el
laboratorio del Centro de Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo
— Brasil. Se utilizé un equipo ELEMENTAR ANALYZER CHN, modelo 2400 Perkin — Elmer.

3.4 ENSAYOS DE SOLUBILIDAD

Se realizaron ensayos cualitativos en disolventes de diferentes polaridades para determinar
las solubilidades del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,1l), Metimazol y del Aducto [Rha(u-
0,CCHs)4] — Metimazol. Los solventes utilizados fueron: agua, metanol, etanol, acetona,
cloroformo, diclorometano, éter dietilico, tetracloruro de carbono, n-hexano, DMSO,
benceno, tolueno y acetonitrilo. Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Quimica
Analitica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

Ingenieria.

3.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON

Se obtuvo el espectro de RMN H en solucion de DMSO-ds del Tetrakis(acetato) de
Rhy(11,11), Metimazol y del Aducto [Rho(u-O.CCHs)s] — Metimazol. Los espectros fueron
obtenidos en el espectrémetro Bruker AC300, a 300.13 MHz para el ndcleo de *H, en el
Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Pontificia Universidad Catélica del

Peru, Seccion Quimica.
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3.6 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO

Se obtuvo los espectros de RMN *3C en solucién de DMSO-ds del Tetrakis(acetato) de
Rhz(11,11), Metimazol y del Aducto [Rhz(u-O2CCHz)s] — Metimazol. Los espectros fueron
obtenidos en el espectrometro Bruker AC300, a 75,47 MHz para el nlcleo de *C, en el
Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Pontificia Universidad Catolica del Peru,
Seccion Quimica.

3.7 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

Se obtuvieron los espectros electronicos de Acetato de Rodio, Metimazol y del Complejo
Rodio Metimazol en solucion acuosa en la regiébn de Ultravioleta-visible en un
espectrofotdmetro UV-1800, lamparas de Tungsteno (vis) y de Deuterio (UV), usando celdas
de cuarzo de 1 cm de espesor. Este analisis se realiz6 en el Laboratorio de Quimica Analitica
e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.

3.8 ESPECTROSCOPIA EN LA REGION INFRARROJA

Se obtuvo los espectros de Infrarrojo para el Acetato de Rodio, Metimazol y del Complejo
Rodio Metimazol, las cuales fueron diluidas en pastillas de KBr (4000 — 400 cm™). Los
espectros IR se obtuvieron en un espectrofotometro FTIR Bomem MB-100 de la Central
Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo — Brasil. Los datos se
registraron en modo absorbancia que se convirtié a transmitancia para comparacion con

las referencias.

3.9 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Se obtuvo los espectros Raman para el Acetato de Rodio, Metimazol y del Complejo Rodio
Metimazol, las cuales se obtuvieron en equipos Raman Renishaw (modelo 3000), con
sistema de detector de CCD refrigerados (wright 600 x 400 pixeles) y metallrgico
microscopio (Olympus). La linea de laser empleada fue 632 nm y el poder de 0,5 MW de
la Central Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo — Brasil. En
todos los casos, se obtuvieron los espectros de compuestos en estado sélido.

3.10 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

Las curvas Termogravimétricas (TGA) se registraron en un equipo LUXX, NETZCH STA
409 PG. Las muestras fueron calentadas en un pequefio porta-muestras de Platino a razén
de 10°C min- en un rango de 25°C a 900°C, bajo una atmdsfera de nitrégeno (50 mL min’).
Las cantidades de muestras analizadas variaron entre 2 y 4 mg. Dicho analisis se llevd
a cabo en el laboratorio del Centro de Analitica del Instituto de Quimica de la

Universidad de Sao Paulo — Brasil.
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3.11 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los espectros de masas (ESI/FT-ICR) se obtuvieron en un espectrometro de alta
resolucion y sensibilidad FT-ICR Varian-920 en el Laboratorio de Resonancia
Ciclotrénica de lones del Instituto de Quimica Fisica Rocasolano, CSIC - Espafia,
provisto de un iman superconductor con blindaje activo de 7.0 Tesla, equipado con
una fuente de ionizacion por electrospray

3.12 ENSAYO DE VIABILIDAD EN CELULAS HELA Y HEPG2

Los ensayos de viabilidad fueron realizados en el laboratorio de Quimica Bioinorgénica y
metalofarmacos (LAQBAM) de la Universidad de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil, con la
orientacion del profesor Dr. Breno Pannia Espdésito, y realizado por la MSc. Jessica N.
Espoésito. Todos los ensayos fueron realizados siguiendo los protocolos de bioseguridad

segun las normas de la Universidad de Sao Paulo.
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4.1 SINTESIS

En la Tabla 3 se muestran los porcentajes de rendimiento de las dos sintesis llevados a
cabo: preparacion del Tetrakis(acetato) de Rhx(ll,1l) y preparacion del Aducto [Rha(u-
OzCCH3)4(Hmmi)2].

Tabla 3. Porcentajes de Rendimiento de la preparacién del Tetrakis(acetato) de
Rho(11,11) y preparacion del Aducto [Rhz(p-O2CCHz)s(Hmmi),].

Compuesto %Rendimiento
Rhz(u-O2CCHs3)a 60,31
Rh,(u-O2,CCH3)4 — Metimazol 64,29

4.1.1 PREPARACION DEL TETRAKIS(ACETATO) DE Rh2(ll,II)

La disolucién inicialmente roja se convirtié6 rapidamente en verde, depositandose un
sé6lido de color verde. Tras un enfriamiento a temperatura ambiente el sélido se recogi6
por filtracion a través de un embudo de placa porosa, luego se mantuvo en reflujo con
metanol por espacio de tres horas, finalmente se removié parte del metanol por
rotaevaporacion, se filtré y se seco, obteniéndose un solido de color verde claro con un

rendimiento de aproximadamente 60,31%. (Figura 4)

Figura 4. Obtencién de un sélido verde claro, que
corresponde al Tetrakis(acetato) de Rha(ll,II).
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En nuestro caso la formacion del Tetrakis(acetato) de Rhy(l1,11) a partir del RhCZ3.3H,0

implica un proceso redox y un proceso de coordinacion (sustitucion de cloruros,

moléculas de agua y la dimerizacién de cationes Rh?*).%*

4.1.2 PREPARACION DEL ADUCTO [Rh2(i-O2CCH3)a(Hmmi)z]

Al mezclar la disolucion de metimazol con la disolucién del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,11),
se observo un cambio de color de verde a rojo, depositdndose un sélido rojo vino, el
cual fue separado por filtracion utilizando un embudo de placa porosa, luego se mantuvo
en el desecador por 48 horas, obteniéndose un sélido de color rojo vino con un

rendimiento de aproximadamente 64,29%. (Figura 5)

Los cambios de color en el tetrakis(acetato) de Rhx(ll,Il) durante la reaccion quimica se
deben al intercambio de los ligandos axiales. Diversos estudios con un gran nimero de
carboxilatos diméricos de Rh(ll) muestran que los ligandos O-dadores producen
compuestos de color verde a azul verdoso, aquellos N-dadores generan colores rosados
a purpuras mientras que ligandos S-dadores generan colores borgofia, a excepcion del
DMSO que es naranja.?> ° Las variaciones del color en cada grupo se deberian a la

diferencia en la basicidad del grupo ligante.

Figura 5. Obtencion de un sélido rojo vino que corresponde
al aducto acetato de rodio-metimazol.
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Judith Kitchen and Jhon L.%¢ 57 determinaron el color de algunos productos de
carboxilatos de rodio(ll) con algunos ligandos conteniendo azufre en su estructura,

determinando que el color naranja a borgofia se debe a el enlace Rodio—Azufre.

Susan Johnson et. al?? también han determinado el color de complejos de carboxilato
de rodio(ll) con algunos ligandos de azufre y han reportado los colores de naranjay rojo-
rosado.

Asimismo, Roy et. al.>® prepararon complejos de carbeno heterociclico Rh—N, S; donde

se presenta un cambio de color de rojo a naranja debido al enlace Rodio—Azufre.

El color rojo vino de nuestro complejo nos hace presumir que el metimazol se estaria

enlazando por el azufre y no por el nitrégeno.

4.2 ANALISIS ELEMENTAL DEL ADUCTO [RH2(U-O2CCHa)a(HMMI)2]

El complejo sintetizado fue analizado en cuanto a su contenido de carbono, hidrégeno

y nitrdgeno en el laboratorio de andlisis elemental, Central Analitica. 1Q-USP.

Los resultados teéricos y experimentales del aducto [Rhy(u-O2CCHs)s(Hmmi),] se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados Tedéricos y Experimentales del Andlisis Elemental del aducto
[ha(p—OQCCH3)4(Hmmi)2].

Elemento % Tedrico % Experimental
C 28.67 28,59
H 3.61 3,58
N 8.36 8,56

Tras realizar el andlisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno del aducto
[Rh2(u-O2.CCHa)4(Hmmi),], se puede observar que los resultados experimentales de la
propuesta del complejo de Tetrakis(acetato) de Rhx(ll,I) con dos ligandos de metimazol

enlazados axialmente, esta de acuerdo con los valores tedricos.

4.3 ENSAYOS DE SOLUBILIDAD

Las solubilidades del Tetrakis(acetato) de Rhx(ll,1l) [Rh2(u-O-CCHa)s], Metimazol
(C4HsN2S) y del Aducto [Rh2(pu-O2CCH3)4(CsHsN2S)2] se muestran en la Tabla 5.
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El aducto Rha(p-O2CCHz)4(CsHsN2S)2 es poco soluble en los disolventes polares como
MeOH y EtOH a diferencia del precursor Rh,(u-O2CCHs)4 que si lo es. En estos tipos de
disolventes, se pudo mantener el complejo disustituido Rhy(u-O2CCH3)a(CaHsN2S)o,
mientras que en DMSO, el color rojo vino intenso del complejo se puede deber a la
posible sustitucion de los ligandos axiales por las moléculas de este solvente.> %

Tabla 5. Ensayos de Solubilidades en diferentes solventes

Solvente Rha(p-O2CCH3)s | C4HsN2S Rh2(p-0O2CCH3)4(CaHsN2S)2

H.O s (s.v.) s (s.i) p.s. (s.n.)
MeOH s (s.v.) s (s.i) p.s. (s.n.)
EtOH s (s.v.) s (s.i)) p.s. (s.n.)
DMK s (s.v.) s (s.i)) p.s. (s.n.)

Cloroformo p.s. (s.v.) s (s.i)) p.s. (s.n.)

DCM p.s. (s.v.) S (s.i.) p.s. (s.n.)

Eter dietilico p.s. (S.v.) p.s. (s.i.) i
Tetracloruro
de Carbono p.s. (s.v.) p.s. (s.i.) [
n—Hexano [ [ i
DMSO s. (s.n.) s. (s.i.) s (s.r.)
Benceno [ i i
Tolueno [ i i
ACN p.s. (s.v.) p.s. (s.i.) p.s. (s.n.)

s = soluble, p.s. = poco soluble, i = insoluble, s.i. sol. incolora, s.r. = sol. rojo vino,
s.v. = sol. verde, s.n. = sol. naranja

4.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON

Se analiz6 el [Rha(u-02CCHs)4], Metimazol (Hmmi) y el aducto Rha(u-O2CCHzs)a(HmMmi)-
por Resonancia Magnética Nuclear de Protdn en el laboratorio de Resonancia

Magnética Nuclear de la Pontificia Universidad Catdlica del Peru, Seccion Quimica.
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4.4.1 METIMAZOL (Hmmi)

La Figura 6 muestra la estructura del metimazol (Hmmi). En la Tabla 6 se muestran los
desplazamientos quimicos del espectro RMN-H en DMSO-ds (Figura 7) del metimazol
utilizado en la sintesis del aducto Rha(u-O.CCHjs)s(Hmmi).. El espectro muestra sefiales
correspondientes a los cuatro tipos de hidrégeno en la molécula de metimazol como se
indica en las referencias: un singulete a campo alto (3.41 ppm) de los protones del metilo
(H1), dos dobletes a 6.85 ppm y 7.03 ppm de los protones Has y Hs, respectivamente y un
singulete a campo bajo (12.04 ppm) de protén Hzde la amina N—H .23 26 37. 59, 60, 61| 5
ausencia de S-H (8 = 3.8 ppm) confirma a la tiona como su Unica especie presente.®?

La Tabla 6 también muestra los desplazamientos en CDCl;reportados por Lobana et
a|_28, 63, 64

=

H3C1-/Nl\2/3N ~H

I
S

Figura 6. Estructura del Metimazol (1-metilimidazol-2-tiona).

ppm 6.86 ppm

Figura 7. Espectro de RMN-*H del Metimazol (1-metilimidazol-2-tiona).
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Tabla 6. Sefiales RMN-'H del Metimazol (1-metilimidazol-2-tiona)

ao(ﬁgrg)_g: ° ((:pggzesen Asignacion®
3.41 3.62 s, 3H, Hy
6.85 6.72 d, 1H, Ha
7.03 6.69 d, 1H, Hs
12.04 11.31 S, 1H, Hz (NH)

s: singulete, d: doblete

4.4.2 TETRAKIS(ACETATO) DE Rhz(ll, )

La Figura 8 muestra la estructura del Tetrakis(Acetato) de Rhx(lIl,Il). En la Tabla 7 se

muestran los desplazamientos quimicos del espectro RMN-'H en DMSO-ds (Figura 9)

del Tetrakis(Acetato) de Rhx(ll,Il), donde se puede apreciar una Unica senal (& = 1.81

ppm, singulete) correspondiente a los hidrégenos del grupo metilo (-CHs). Las otras dos

sefiales en el espectro corresponden al solvente residual DMSO-ds.%® No se observa

variaciones en el desplazamiento quimico (6H) del grupo metilo del DMSO-ds lo que

indicaria ausencia de su coordinacion.®”

—C a CHg
L D _.-.l'-'-""{:
h y
G |' C}
i O
C——‘{:}"
H=C c—0
|
CH-

Figura 8. Estructura del TETRAKIS(ACETATO) DE Rh(IT, ), L = CHsCH,OH
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T
2
I
© =
> 0

Figura 9. Espectro de RMN-*H del Tetrakis(Acetato) de Rhy(ll,1I).

Tabla 7. Sefiales RMN-'H en DMSO-ds del Tetrakis(Acetato) de Rhy(ll,11)

o (ppm) Asignacion

1.81 S, 3H, Hp

4.4.3 ADUCTO [Rh2(4-O2CCHz)a(Hmmi)z]

En la Figura 10 se muestra una propuesta de la posible estructura del aducto [Rhz(p-
02CCHj3)s(Hmmi),]. La Tabla 8 muestra los desplazamientos quimicos del espectro
RMN-'H en DMSO-ds (Figura 11) del aducto [Rhz(p-O2CCHs)s(Hmmi)z]. El espectro
presenta todas las sefales de protén del ligando metimazol y el correspondiente al
metilo del grupo acetato coordinado (puentes acetato). En dicho espectro existen dos
grupos de protones de metimazol cuyas sefales corresponden al ligando libre no
coordinado (ver Figura 11, Tabla 8) y los correspondientes al metimazol coordinado. La
seflal de los protones NH y N-CHs; (Hs y Hy respectivamente) presentan
desplazamientos insignificantes en ambos casos cuando se comparan al Hmmi libre, lo
que indicaria la ausencia de un enlace coordinado a través de los grupos amina. Las
variaciones mas notables (ver valores de Ad'H, Tabla 8) ocurren en los protones Hay
Hs del metimazol, estos desplazamientos se esperaban, debido a que, cuando se
produce el enlace Rh(ll)-Hmmi, el anillo imidazolico pierde densidad electronica,
guedando més desprotegidos dichos protones, por lo que la coordinacion se estaria

dando a través del azufre del grupo tiona.
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L e
— — a ., g
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Figura 10.

structura propuesta del aducto [Rh2(u-O2CCHs)s(Hmmi),].

-——Hmmi libre

|
fl |
“. i '1 I
n\ o"| | | '! \
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& EM%; 33 (5 r |82
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Figura 11. Espectro de RMN-'H en DMSO-de¢ del Aducto [Rhz(4-O2CCHz)a(Hmmi)2].
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Tabla 8. Desplazamientos &'H en DMSO-ds del Aducto [Rhz(H-O2CCHs)s(Hmmi)].

1 1
1.79 +0.02 s, 3H, Hp
3.46 +0.05 d, 3H, Hy
6.70 -0.15 S, 1H, Hy
6.83 -0.20 d, 1H, Hs
12.01 -0.03 S, 1H, Hs

La presencia de ligando libre (dH: 3.46 ppm, 6.89 ppm y 7.08 ppm) en la disolucion del

aducto [Rhz(u-O2CCHs)s(Hmmi),] se deberia a la falta de estabilidad cinética del

compuesto en DMSO. Espectros RMN-'H registrados a diferentes tiempos (Figura 12)

muestran un aumento progresivo en el tiempo de la intensidad de las sefiales del ligando

coordinado y una disminucion en la intensidad del ligando libre. Se propone entonces

que en una disolucion recién preparada del aducto el efecto solvente (coordinante)

ocasiona la disociacion parcial de los enlaces Rh(ll)-Hmmi. Pequefias variaciones en la

sefal del protén en el acetato de rodio(ll) hacen suponer que la disociacion sélo ocurre

en uno de los enlaces axiales y que; por lo tanto, las especies presentes en la disolucién
de DMSO serian [Rha(u-O2.CCHz)a(Hmmi)z], [Rha(u-O2CCHs)s(Hmmi)] y Hmmi, siendo el

primer compuesto el predominante en el tiempo debido a su estabilidad termodindmica.

: Espectro RMN-H (en DMSO-d®) después de 16:30 h

--- Hmmi libre
--- Hmmi coordinado

I
[

t Espectro RMN-H (en DMSO-d®)

|

Acetato
de Rh(ll)

T
w

!

|
|

T
k.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5

Figura 12. Espectro de RMN-'H en DMSO-d® del Aducto [Rhz(p-O2CCHg)s(Hmmi);]
a diferentes tiempos.
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Desde que el solvente DMSO-ds puede competir con el ligando metimazol en la
formacion del aducto, se ha elegido CDCl; como solvente debido a la incapacidad de la
formacion de aducto con el Tetrakis(Acetato) de Rh(l1,11).%% El espectro RMN-'H del
aducto [Rhz(u-O2CCHzs)s(Hmmi)z] en CDCls (Figura 13) presenta una sefial para el
hidrégeno imino (NH) a 11.11 ppm, que esta aln en campo bajo con respecto al ligando
libre (11.31 ppm), el hidrogeno del metil (N—CHs) dio una sefial a 3.92 ppm (3.62 ppm
en el ligando libre). Los protones Hs y Hs del aducto aparecieron a 6.80 ppmy 6.71 ppm
con Ad'H de +0.08 y +0.02 ppm.

Las sefiales de las aminas NH y N-CHs; presentan una mayor variacién, las cuales
estarian relacionadas al grupo tiona (Tabla 9) reforzando la idea de una coordinacion
s6lo a través del grupo tiona. El espectro RMN-'H presenta adicionalmente sefiales
(8*H 3.73 y 1.25 ppm) del solvente etanol usado en la sintesis del aducto.5 ¢

H en CDCls del Aducto [Rh2(p-02CCHs)a(Hmmi)z].

7.26 CDCI3
2.18 HDO

mmmmm
hhhhh

mmmmm

1111
—b .80
671

192

1.26

1.25

1.23
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¢

1111
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T
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. /] /1
R B e
[
-+ [
T T = T T T AN AN
11.3 11.2 111 110 10.9 08 — T [ -
] = |
& =T
6.80 6.75 6.70 6.65
1
I
1

184 —=
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Figura 13. Espectro de RMN-'H en CDCl; del Aducto [Rhz(u-O2CCHas)s(Hmmi),].
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Tabla 9. Desplazamientos &'H en CDCI; del Aducto [Rha(u-O2CCHz)a(Hmmi),].

1 1
Soban | fancoan | Asisnacion
1.92 +0.05 s, 3H, Hy
3.92 +0.30 d, 3H, Hy
6.71 +0.02 d, 1H, Hs
6.80 +0.08 s, 1H, Hq
11.11 20.20 s, 1H, Hs

*Las variaciones se calcularon respecto a los valores reportados para el

metimazol®® y tetrakis(acetato) de Rh(ll,I1).7% 71

4.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO

Se analizé el [Rha(u-O2CCHs)4], Metimazol y el aducto Rhy(u-O2.CCHs)a(Hmmi). por
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono en el laboratorio de Resonancia Magnética

Nuclear de la Pontificia Universidad Catélica del Pera, Seccién Quimica.

45.1 METIMAZOL (Hmmi)

El espectro RMN-'3C del ligando metimazol en DMSO-ds (Figura 14) presenta las 4
sefales de carbonos presentes: un singulete a 33.52 ppm del carbono metilo N(CH3),
dos singuletes a 114.08 ppm y 119.48 ppm de los carbonos Csy C4, respectivamente y
otro singulete a 161.11 ppm del carbono C=S. La ausencia de una sefial alrededor de
140 ppm correspondiente a un enlace C—SH descarta la presencia de la forma tiol del

metimazol.*® La Tabla 10 presenta la asignacion correspondiente de estos carbonos.
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Figura 14. Espectro de RMN=2C del Metimazol (Hmmi).

Tabla 10. Sefiales RMN-'3C en DMSO-ds del Metimazol (Hmmi)

o (ppm) Asignacién
33.52 s, 1C, N(C1Hs)
114.08 s, 1C, Cs
119.48 s, 1C, C4
161.11 s, 1C, C=S

s: singulete

452 TETRAKIS(ACETATO) DE Rhz(ll, )

Asi mismo, el espectro RMN-3C del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,Il) en DMSO-ds (Figura
15) presenta las dos sefales de los carbonos del grupo acetato: un singulete del carbono
cuaternario (Cs; 191.16 ppm) y otro del carbono metilo (Cp; 23.66 ppm) que
corresponden a los acetato puente.”? La Tabla 11 presenta la asignacion

correspondiente de estos carbonos.
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13C ACETATO DE RODIO EN DMSO-d®

=1

~191.1
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—23.66

T
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N O 0 A O O hmmemmm'

110 100 a0

f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN-3C del tetrakis(acetato) de Rh(ll,l1l) en DMSO-ds.

Tabla 11. Sefiales RMN-*C en DMSO-ds del Tetrakis(Acetato) de Rha(ll,11)

o (ppm) Asignacion
23.66 S, C(CbH3)
191.16 S, Ca(CHs)

4.5.3 ADUCTO [Rh2(p-O2CCHa)a(Hmmi)z]

El espectro RMN-'C del aducto [Rhz(u-O.CCHs)s(Hmmi),] en DMSO-ds (Figura 16)

muestra, al igual que el espectro RMN-'H, las sefiales correspondientes a los carbonos

del metimazol libre y del coordinado debido a la disociacién parcial de los enlaces

Rh(I)-Hmmi. Las variaciones en los desplazamientos quimicos de carbono (ver Ad'3C

en la Tabla 12) hacen indicar claramente una coordinacion del metimazol a través del

grupo tiona (AS*C > 11.00 ppm). Las sefiales correspondientes a los carbonos acetato

no presentan variacion alguna indicando que la estructura del Tetrakis(acetato) de

Rh(ll,11) permanece sin cambios.
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13C ADUCTO ACETATO DE RODIO-METIMAZOL EN DMSO-d®
5 ; = BEG 8% %3
| | IS :
W N |
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00 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 ] 70 60 50 a0 30 20 10 o
f1 (ppm)

Figura 16. Espectro de RMN-3C del aducto [Rhz(p-O2CCHs)s(Hmmi),] en DMSO-de.

Tabla 12. Sefiales RMN-*C en DMSO-d¢ del Aducto [Rhz(4-O2CCHz)a(Hmmi):].

23.99 +0.33 S, Cb, (CH3)
33.56 +0.04 s, Cr, CH3
118.86 +4.78 S, Cs, imidazol CH
127.71 +8.23 S, C4, imidazol CH
172.34 +11.23 s, Gy, C=S
191.47 +0.31 s, Ca, C(CHa)

El espectro RMN-'3C del aducto [Rhy(u-O.CCHs)s(Hmmi),] en CDCls (Figura 17)
muestra Unicamente sefiales de carbono correspondientes al metimazol coordinado y
los acetatos en puente (ver Tabla 13). Otra vez, la variacion mas importante ocurre en
el carbono C,del grupo tiona C=S (A5*3C > 16 ppm) mientras que las sefales de los
carbonos C4, Csy Cy asociados a las aminas NH y N—CHs no presentan variacion
(Ad'C < 1 ppm), respecto al ligando libre reportado por Kumbhare et al.%® y Guziec y
Guziec”. Lo anterior descarta la coordinacion de las aminas y refuerza la coordinacién

a través del azufre de la tiona. Los valores reportados’ para los carbonos acetato Ca y
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Cb (194.9 y 24.3 ppm respectivamente) del Tetrakis(acetato) de Rh(ll,Il) no presentan

variacién importante lo que supone que esta estructura se mantiene en el aducto

[Rh2(u-02CCH3)a(Hmmi),]. El espectro RMN-3C presenta adicionalmente sefiales (5'3C

21.41y 18.99 ppm) del solvente etanol usado en la sintesis del aducto.®®

—192.31
176.18

13C RODIO METIMAZOL EN CDCl,

—119.82
—114.52

+ 77.41 CDCI3
L 77 16-CDCI3

\ 76.91 CDCI3

34.59

—24.14

f1 (ppm)

50 40

M‘MWMWJWWWWMMWL Mwwmw meww J*wm Wi

210 200 190 180 170 160 150 140 130 12O 110 100 90

20

Figura 17. Espectro de RMN-3C del aducto [Rhz(p-O2CCHs)s(Hmmi),] en CDCls.

Tabla 13. Sefiales RMN-2C en CDCIl; del Aducto [Rhz(4-O2CCHs)s(Hmmi),].

613'Cc(g|cérlr;) en A 613(C::é|:é|?;n) en Asignacion
24.14 -0.16 S, Cb (CHs)
34.59 +0.29 s, Cr CHs
114.52 +0.32 s, Cs, imidazol CH
119.82 +0.72 s, C4 imidazol CH
176.18 +16.08 s,Cz, C=S
192.31 -2.59 s, Ca, C(CHa)
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4.6 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

Los espectros electronicos del Tetrakis(Acetato) de Rh(ll,Il), Metimazol y del Complejo
Rodio-Metimazol en solucibn acuosa en la region de Ultravioleta-Visible en un

espectrofotdmetro UV-1800, usando celdas de cuarzo de 1 cm de espesor.

4.6.1 TETRAKIS(ACETATO) DE Rh2(ll,ll)

La Figura 18 muestra el espectro UV-Vis (en medio acuoso) del Tetrakis(acetato) de
Rhy(11,1) preparado para este trabajo. En dicho espectro puede observarse cuatro
bandas caracteristicas:’* dos en la region visible (587 y 448 nm) y dos en la regién
Ultravioleta (~250 y 220 nm). Diversos autores han realizado estudios tedricos y
experimentales para la asignacion de transiciones electrénicas a las bandas
mencionadas.%®757¢ 7. 7 En |a Tabla 14 se presenta las bandas de absorcion UV-Vis y
las transiciones electrénicas asignadas. La banda 1 (587 nm) y la banda 2 (448 nm) del
espectro visible corresponde a las transiciones permitidas ©* (Rh-Rh) —» o* (Rh-Rh) y

n* (Rh-Rh) — o* (Rh-O) respectivamente, las cuales estan fuertemente influenciadas
por la naturaleza del ligando axial; mientras que en la region del espectro ultravioleta se
encuentran la banda 3 (~250 nm, hombro) y la banda 4 (220 nm) atribuidas a las
transiciones o (Rh-Rh)— o* (Rh-Rh) y o (Rh-O(COH)) — o* (Rh-Rh) respectivamente,
estas transiciones electrénicas muestran desplazamiento batocrémico a medida que se
incremente la fuerza del ligando donante; esto se deberia a una transferencia de carga
L — M (TCLM).547°
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Figura 18: Espectro Electronico UV-Vis del Rhy(u-O2CCHs)s €n solucidon acuosa

(A: 0.1 mMy B: 1.0 mM).
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Tabla 14. Asignacioén del Espectro Electronico UV-Vis del Rhy(u-O.CCHs)sen
solucion acuosa.

Longitud de Onda . L
(. / nm) Atribucion

Banda 1 (586 nm) ©* (Rh-Rh) — o* (Rh-Rh)

Banda 2 ( 446 nm) n* (Rh-Rh) —» o* (Rh-O)
Banda 3 (~ 250 nm, hombro) o (Rh-Rh) — o* (Rh-Rh)
Banda 4 (220 nm) o (Rh-O(COH)) — o* (Rh-Rh)

4.6.2 METIMAZOL (Hmmi)

En este trabajo se ha obtenido el espectro UV del metimazol en medio acuoso (0.1 mM).
La Figura 19 muestra el espectro UV del metimazol en medio acuoso, presentandose
sus dos bandas caracteristicas a 211 nm y 252 nm, las cuales corresponderian a
transiciones n — o* y n — n*, donde el nivel dador n seria de los electrones libres en

el azufre.®®

Se ha reportado que en el espectro UV del metimazol se muestra una banda intensa a
265 nmen CCl4y a 268 nm en CH,C™,.81 También se ha obtenido el espectro en H,SO4
presentandose dos bandas caracteristicas a 211 nmy 251,5 nm.#2 Ademas, cuando han

realizado la preparacion de metimazol y su respectiva caracterizacion por

espectrofotometria UV en CH,C’, se presenta una banda intensa a 269 nm.%3

252
| 252

Absorbancia (u.a.)

211 o

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Longitud de onda (nm)

T L T Y T Y T g T Y T : T T T x T z T X Y
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectro Electrénico UV del Metimazol en solucién acuosa (0.1 mM).
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4.6.3 ADUCTO [Rh2(p-02CCHa)a(Hmmi)z]

En este trabajo se ha obtenido el espectro UV-Vis del adcuto Rha(u-O2CCHs)s(Hmmi)2
en medio acuoso (0.1 mM). El espectro electrénico del aducto [Rha(u-O2CCHs)s(Hmmi),]
(ver Figura 20 y Tabla 15) muestra la banda en la region visible a ~ 583 nm (Figura 20C),
correspondiente a la transicion n* (Rh-Rh) — o* (Rh-Rh), mientras que en la region
ultravioleta se aprecian las bandas a 222 nm (Figura 20A) y otra banda a 372 nm (Figura
20B), las cuales son atribuidas a las transiciones electrénicas o (Rh-Rh) — o* (Rh-Rh)
y o (Rh-O(COH)) —» o* (Rh-Rh), respectivamente, lo cual nos permite concluir que el
carboxilato presenta estructura en puente. ° La banda en la regién ultravioleta a 258 nm
(Figura 20A), debe corresponder a las transiciones n — c* y n — ©* en el azufre del

grupo tiona del metimazol.®°
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Figura 20: Espectro Electrénico UV-Vis del aducto [Rh2(O2CCHs)a(Hmmi)z] en
solucién acuosa (0.1 mM).
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Tabla 15. Asignacién del Espectro Electronico UV-Vis del aducto
[Rh2(M-O2CCHs)s](Hmmi),] en solucién acuosa.

Longitud de Onda . -

0./ nm) Atribucion
Banda 1 (~ 583 nm) ¥ (Rh-Rh) - o* (Rh-Rh)
Banda 2 (~ 372 nm) * (Rh-Rh) 5 o* (Rh-O)

Banda 3 (258 nm) n—oc*y n—
Banda 4 (222 nm) 5 (Rh-0) - c* (Rh-Rh)

4.7 ESPECTROSCOPIA EN LA REGION INFRARROJA
4.7.1 TETRAKIS(ACETATO) DE Rha(ll, )

El espectro de FTIR confirmaria la estructura del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,Il)
preparado, si se observa que las bandas asignadas al estiramiento asimétrico, vas(OCO)
se encuentra en el rango de 1550-1600 cm™ y la banda asignada al estiramiento
simétrico, vs(OCO) esta en el rango de 1410-1450 cm?, teniéndose pequefias
diferencias entre el estiramiento asimétrico y estiramiento simétrico [vas(OCO) y

vs(OCO)] lo cual nos indica que los grupos CHz;COO" estan coordinados como un puente
bidentado-83: 84. 85

El espectro de FTIR del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,Il) preparado muestra las bandas
correspondientes al estiramiento asimétrico, vas(OCO) y al estiramiento simétrico,

vs(OCO) a 1578 cm™ y 1414 cm, respectivamente (Figura 21) y donde la diferencia de
la [vas(OCO)—vs(OCO)] es de 164 cm™, que corresponde a carboxilatos bidentados
haciendo puente entre los &tomos de Rh formando la estructura dimérica. Otras bandas
caracteristicas de los acetatos aparecen a 3013-2825 cm? corresponde a las
vibraciones de estiramiento simétrico y asimétrico del metilo CHs, 1047 cm™ de la

vibracién del enlace C-C y 1350 cm™ de la deformacion C-H del grupo metilo. 53 83 84. &,
86, 87

La ultima etapa en la preparacion del compuesto Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,11) posibilita
una coordinacion axial de moléculas de etanol (solvente) a los &tomos de Rodio(ll). El
espectro del compuesto preparado presenta bandas caracteristicas del etanol
coordinado: 8(OH) a 1663cm™, vas(CO) y vs(CO) a 1088 y 1017 cm™ respectivamente,
entre otras bandas que es asignable a los grupos metilo CHzy metileno CH, del etanol
[Tabla 16].88: 89 %0



CAPITULO 4

Tabla 16. Principales Asignaciones en el Infrarrojo

Frecuencia (cm™)

ASIgNacion® I 5,CCH(CH0M)2 | Hmmi | Rha(u-O:CCHa)s(Hmmi)
vas(OCO) 157887 1585
vs(OCO) 141487 1414
v(OH) 33938
5(OH) 166387
v( CH3,CH>) 3013-2825% 3046-2825
v(C-C) 104787 1043
v(CHa) 1350 1346
vs(CO) 1088%
vas(CO) 1017%
V(CH2) 1275
Y(CHs) 1152
P(CHz, CHs) 914, 851

5(CO0) 528 523
v(C=C) 15706 1585
BANDA | 14645 1481
BANDA || 127351 1277
BANDA I 1088°! 1092
BANDA IV 7715 740
v(N-H) 3117 3120
8(N-CHb) 74428 700

a: vy, estiramiento, vibracion; &, deformacion; vy, flexion; p, balanceo.
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4.7.2 METIMAZOL (Hmmi)

Las tioamidas como el metimazol presentan tautomerismo prototropico pudiendo existir
en mas de una forma ligante de acuerdo a las condiciones de reaccién como el pH, el
solvente y la naturaleza del i6n metélico (Figura 22). Las evidencias experimentales
demuestran que la forma tiona es la forma dominante en estado sélido; sin embargo, en
disolucion, existe un equilibrio tiol-tiona posibiltando mas de una forma de
coordinacion.®® Un analisis del espectro infrarrojo (Figura 23) puede ayudar para
confirmar o descartar la forma existente en sus compuestos. La ausencia de la banda
v(SH) alrededor de 2500 cm™ y la presencia de la banda v(NH) cerca de 3117 cm

descarta la forma tiol.%2

Forma tiol Forma tiona

Figura 21. Formas de las tioamidas

El espectro infrarrojo de las tioamidas presenta cuatro bandas caracteristicas en la
region de 1570-700 cm™ debido al fuerte acoplamiento de enlaces en el sistema -NH-
C(=S)-NMe: Banda | (1570-1395 cm™?) y Banda Il (1420-1260 cm™) con aporte principal
de la deformacién de los enlaces C=N y N-H; Banda Il (1140-940 cm™) y Banda IV
(800-700 cm?) con aporte principal del enlace C=S.°" °3 En |la Tabla 16 se muestran las

frecuencias observadas experimentalmente para el metimazol.

4.7.3 ADUCTO [Rh2(u-O2CCHs)4(Hmmi)z]

El espectro FTIR del aducto [Rhz(u-O.CCH3z)4(Hmmi),] (Figura 24) conserva las bandas
caracteristicas del Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,Il): estiramiento asimétrico, vas(OCO) a
1585 cm™ y estiramiento simétrico, vs(OCO) a 1414 cm™, con la diferencia [vas (OCO)-
vs(OCO)] de 171 cm™* de acuerdo con la forma del carboxilato en puente con los atomos
de rodio formando el dimero. Las bandas de la vibracién del enlace C-C (1043 cm™) y
de la deformacion C-H del metilo (1346 cm™) presentan poca variacion, lo que indicaria

la conservacion de la estructura del acetato de rodio dimérico.

El espectro FTIR del aducto [Rhz(u-O.CCHs)s(Hmmi)z] muestra también las bandas
caracteristicas del metimazol (Tabla 16). La banda v(N-H) a 3120 cm™ en el aducto no
presenta una variacién importante respecto al ligando libre y esta ausente la posible

banda v(S—H) de la forma tiol alrededor de 2500 cm™ descartando su presencia; y por
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el contrario, la banda a 1277 cm™ relacionada al grupo (C=S) marca la presencia
dominante de la forma tiona.?® % Las bandas tioamidas del metimazol aparecen a 1487
cm? (Banda I); 1277 cm™ (Banda Il); 1092 cm™ (Banda IIl) y 740 cm™ (Banda 1V).2% 3¢
El desplazamiento de la banda tioamida IV del metimazol hacia frecuencias menores en
el aducto [Rhy(u-O2CCHz)s(Hmmi)z] (Av = 31 cm™) se corresponde con una coordinacion del

metimazol a través del &tomo de azufre en la forma tiona. 9% 92 93
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Transmitancia (u.a.)
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Figura 22. Espectro Infrarrojo del Rha(p-O2CCHz)a(CH3CH20OH)..
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Transmitancia (u.a.)

IMn
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Figura 23. Espectro Infrarrojo del Metimazol (Hmmi).
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Transmitancia (u.a.)
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Figura 24. Espectro Infrarrojo del [Rho(u-O2CCHs)a(Hmmi)z].
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4.8 ESPECTROSCOPIA RAMAN

El espectro Raman del Tetrakis(Acetato) de Rhy(ll,Il) preparado para el presente trabajo
(Figura 25) muestra los grupos de bandas esperados para el compuesto Rha(u-
02CCHg3)4(C2HsOH),.%* Bandas entre 3100-2900 y 1499-1358 cm™ (ver Figura 25)
correspondientes a los estiramientos y deformaciones respectivamente de los enlaces C—
H en los grupos metilo y metileno; dos bandas a 1575 (muy débil) y 1416 cm™ de los
carboxilatos en puente (A = 159 cm™)® similar a lo encontrado en el espectro infrarrojo.
Adicionalmente el espectro Raman presenta dos bandas intensas a 350 y 173 cm™ que

corresponden con los enlaces Rh—O y Rh—Rh respectivamente.?: 9. 97. 98

El espectro Raman del Metimazol (Figura 26) es mas completo y presenta bandas
caracteristicas similares a los encontrados en su espectro Infrarrojo. La ausencia de una
banda intensa alrededor de 2550 cm™ que corresponde al enlace S—H indica la presencia
de la forma tiona principalmente. 100 101 En |a Tabla 17 se resume dichas bandas y sus

correspondientes asignaciones Vibracionales Raman.

El espectro Raman del aducto Rhy(u-O>.CCHs)s(Hmmi). (Figura 27) presenta las bandas
del metimazol y con menor intensidad las del Tetrakis(acetato) de Rh(ll,Il) como se resume
en la Tabla 17. Las variaciones mas importantes se presentan en las bandas relacionadas
al grupo tiona: La banda 1V, debido a v(C=S) (728 cm™), se encuentra desplazada 39 cm
(ver Tabla 17), respecto al ligando libre lo que implicaria la coordinacién del metimazol a
través del grupo tiona. Las bandas correspondientes a los enlaces Rh—-Rh y Rh-O
aparecen a 169 y 340 cm respectivamente. Adicionalmente se encuentra una banda muy

intensa a 309 cm™ que corresponderia al enlace Rh-S.83

45
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Tabla 17. Principales Asignaciones en Raman

Frecuencia (cm¥)

ASIgnacioN® I S CCH:(CaHsOM), | Ammi | Rha(u-0.CCHa)aHmmi,
vs(OCO) 1575 1580
v{(OCO) 14167 1401
w(CHa, CHa) 3100-2900 3100-2900
W(C-C) 1048 1048
V(CHa) 1359 1339
V(Rh-0) 350 340
v(Rh—Rh) 173 169
W(Rh=S) 310
5(CO0) 531 524
W(C=C) 1573 1580
BANDA | 146551 1453
BANDA Il 1276 1268
BANDA Il 1092 1110
BANDA IV 767 728
V(N=H) 3106 3115

a: vy, estiramiento, vibracion; 6, deformacion.
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350
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Figura 25. Espectro Raman del Rha(u-O>,CCH3)4(C2HsOH):
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Intensidad Raman (u.a.)
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Figura 26. Espectro Raman del Metimazol.
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Intensidad Raman (u.a.)
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Figura 27. Espectro Raman del aducto [Rh2(O2CCHs)s(Hmmi)2].
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4.9 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO
4.9.1 TETRAKIS(ACETATO) DE Rha(ll,11)

El Termograma del acetato de Rh(ll) muestra el perfil esperado (Figura 28). El proceso de
descomposicién térmica en atmdsfera de N2 ocurre con una primera pérdida de masa
(7.95%, %masa calculada 7.63) que corresponde con la deshidratacion del compuesto (a
86°C) seguido de la descomposicién total y formacion de Rh° (residuo 43.37%, %masa
calculada 43.06) que ocurre entre las temperaturas de 220°C y 281°C. El proceso ocurriria
segun; 56.57. 76, 87

ha([J-OzCCHs)4(H20)2(s) > ha([J-OQCCHg)4(s) + 2H20(V) ......... [etapa I, 86 OC]
ha([J-OzCCHg)4(s) -> 2Rh(s) + 2C0(g) + 3H02CCH3)4(3) ......... [etapa ||, 22000—2810(:]

El Termograma presenta una posterior etapa con ganancia de masa del residuo (%masa
aumenta hasta 52.27) que corresponde a la formaciéon de Rh,03 (%masa calculado 53.11)
entre las temperaturas de 281°C y 770°C.#" El residuo final (Yomasa 45.42) volveria a ser
Rhe.
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Figura 28. Curvas de Andlisis Termogravimétrico (TGA) vy Anélisis
Termogravimétrico Diferencial (DTA) para el TETRAKIS(ACETATO) de Rhy(Il,ll) a una

velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmdésfera dinamica de N2 (60 mL/min).
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4.9.2 ADUCTO [Rh2(u-02CCHz)a(Hmmi)2]

Los autores proponen que las pérdidas de masa en los aductos tipo [Rha(u-O-CCHzs)4l 2],
con L = ligando S-dador, ocurren en dos primeras etapas donde ocurre la pérdida de los
ligandos axiales. El Termograma del aducto [Rhz(u-O-CCHzs)s(Hmmi)2] (Figura 29) muestra
un perfil de descomposicion térmica un tanto complejo. En una primera etapa se observa
una pérdida de masa (4.11%) hasta aproximadamente 100°C que corresponderia con la
deshidratacién (perdida de humedad). Una posterior secuencia de etapas muestra la
pérdida de un ligando metimazol (%omasa 17.71, calculado 17.03%) a 300°C y finalmente
una pérdida total de masa (% masa 24.34%) que inicia en aproximadamente 310°C y
termina alrededor de los 900°C, lo cual corresponderia a la pérdida del segundo ligando y
la descomposicion de la estructura de jaula de acetatos dando lugar a un residuo que
principalmente seria Rh,O3 (%masa residual 39,71, calculado 37.88%).

04
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90 \ (0.3267maq)
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50 14.20%
64.29°C 74266°C  (0.2619mg)
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Figura 29. Curvas de Andlisis Termogravimétrico (TGA) y Analisis
Termogravimétrico Diferencial (DTA) para el ADUCTO [Rhz(p-O2CCHs)a(Hmmi)2] a una

velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmdsfera dinamica de N> (60 mL/min).

Deriv. Weight (%/°C)
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4.10 ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS-ESI+)

El espectro de Masas obtenido del aducto Rhx(u-O>CCHzs)a(Hmmi), en DMSO/ACN (Figura
30) muestra la presencia de especies complejas conteniendo acetato de rodio(ll) y
metimazol (ver Tabla 18). El pico m/z = 550.33 que contiene dos aniones de metimazol
provendria de la disociacion del dimero Rha(u-O.CCHs)s(Hmmi), por la pérdida de dos
moléculas de acido acético. El espectro mencionado muestra también la formacién de
diferentes especies correspondientes al ligando libre Hmmi y la formacion de una
asociacion dimérica de este!®?, ademas de la formacion de especies i6nicas conteniendo

rodio y residuos de solvente como se indica en la Tabla 18.

Tabla 18. Fragmentos encontrados en el espectro de masas MS-ESI* en DMSO/ACN.

COMPUESTOS m/z Fragmento Formula
. 83.09 | [Hmmi- S +H]* C4NoH7*
)KN\ 101.02 | [Hmmi - CH3]* C3N2SH3*
\:/ 114.01 [Hmmi]* C4N28He+
Metimazol (Hmmi) :
227.03 [Hmm|2 - H]+ C8N482H13+
Residuos 128.99 | [RhCN]* RhCN*
conteniendo
Rodio y productos | 136.98 | [Rh(OH),]* Rh(OH).*
de su reaccion
con solventes 144.96 | [RhCNOJ* RhCNO*
362.37 | [Rhy(DMSO),]* Rh,C4H1,0,S,*
Complejos de | 318.34 | [Rhommi]* Rh2C4N2SHe*
rodio con ligandos
mezcla 437.24 [ha(OzCCHg)z(mmi) ]+ C8H11N204Rh28+
acetato/metimazol
475.06 | [Rh2(O2CCH3)4(SH) 1* CgH1305Rh,S*
550.33 [ha(OzCCH3)2(mmi)2]+ C12H16N404Rh252+
663.25 [ha(OzCCH3)2(mmi)zHmmi]+ C15H22N604Rh253+
771.92 [ha(OzCCH3)4(mmi)2°RhH]+ C16H23N4OsRh3S,*
801.94 [ha(OzCCH3)4(Hmmi)‘RhH2DMSO]+ C15H29N2010Rthe,Jr
820.22 [ha(OzCCH3)(mml)3'Rh(Hmml) ]+ C18H24NgO2Rh3S4*
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Intens. +MS, 4.7-7.4min #574-909
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Figura 30. Espectro de masas MS-ESI* de Rhz(u-O2CCHs)s(Hmmi).en DMSO/ACN.
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Figura 31. Espectro MS-ESI*/FT-ICR (rango 500 < m/z < 1000) del aductoRhz(u-
02CCHj3)s(Hmmi).. Disuelto en metanol con 10% de acido acético, Flujo de 20
uL/min.

Por otro lado, en el espectro de masas por resonancia de ciclotron de iones por
transformada de Fourier de ionizacion por electropulverizacion (MS-ESI*/FT-ICR) obtenido
en Metanol/Ac. Acético (Figura 31) se hanencontrado picos que claramente corresponden
con la formacion del dimero Rhy(u- O2CCHa)a(Hmmi), (m/z = 669.9) y especies que
resultan de su disociacion (m/z = 555.9 y 657.9) o asociacion con otras especies (m/z =
771.9). El pico con m/z = 884.9 (ver Tabla 19) corresponderia a la formacion del aducto
[Rhz(mmi)s*H]" segln la distribucion isotdpica mostrada en la Figura 32, en lugar de la

asociacion de acetatos de rodio como habria de esperar.
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Tabla 19. Fragmentos encontrados en el espectro de masas MS-ESI* en
metanol/acido acético

m/z Fragmento Formula
555.9 | [Rh2(O2CCHzs)a(Hmmi)]* C12H18N20sRh2S*
657.9 | [Rh2(O2CCHs)a(mmi)<Rh]* C12H17N20sRh3S*
669.9 | [Rha(O2CCHa)a(Hmmi)z]* Ci16H24N4OsRN2S,

771.9 [ha(OzCCH3)4(mmi)z'RhH]+ CleH23N408Rh352*

884.9 | [Rhz(mmi)e*H]* C24H31N12Rh2S6’

Si bien los espectros obtenidos en solventes diferentes presentan diferencias importantes
las especies encontradas corresponden con la formacion del aducto Rha(u-
0,CCHj3)4(Hmmi).. Estas especies, segun los resultados encontrados por RMN de *Hy *3C,

provendrian de la descomposicion del aducto.

Rh,(mmi) eH*

Rh,(O,CCH;)geH*
hoo 884.92 00 834.74 4( 2 3)8
5077 507
5.93 6.92
5.74

892 SF'QZ §68.92 86740587 74395

883.5 885.5 887.5 889.5 883.5 885.5 867.5 889.5
Mass M/e Mass M/e

Figura 32. Distribucién isotOpica esperada para el pico m/z ~ 885 en el espectro de
masas del aducto Rh2(u-O.CCHs)s(Hmmi), obtenido en metanol/acido acético.
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4.11 ENSAYO DE VIABILIDAD EN CELULAS HELA Y HEPG2

Preparacion de muestras

Se prepararon las soluciones de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) con agua miliQ con
concentraciones de 0 — 329 pmolL?. Las soluciones de Hmmi (0 — 100 pmolL?), Rha(u-
02CCHz3)s Yy Rh2(u-O2CCHs)s(Hmmi)z (0 — 50 umolL™?) fueron preparados en solucién de

DMSO de 0.5%. Todas las muestras fueron filtradas por membrana 0.22 pm.
Cultivo celular

Células HelLa y HepG2 fueron cultivadas en 75 cm? de frascos de cultura celular con el
medio de cultivo DMEN (Dulbecco’s Modified Medium) conteniendo 10% de suero fetal
bovino (FBS) y 1% de antibiéticos. Ambas lineas celulares fueron incubadas a 37 °C y en
un incubador humidificado con una atmésfera de CO; al 5%. El cultivo celular se realizo
mediante tripsinizacién cuando la confluencia alcanz6 el 90% segun protocolos
estudiados'®. El medio fue eliminado y las células confluentes que formaron una
monocapa se lavaron con un tampon de fosfato salino (PBS). Las células fueron incubadas
con 1 mL de tripsina 0,25% por 3 minutos. Las células fueron resuspendidas por pipeteo,
se transfirieron a tubos de 15 mL y centrifugados a 300 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se descarto y las células se resuspendieron en DMEN 10% FBS. Ambas
lineas celulares fueron subcultivadas tres veces por semana para evitar la sobrepoblacion

y la muerte celular.1%
Ensayos de viabilidad celular (MTS)

Ambos modelos celulares fueron tripsinizados y transferidos (3x10° células por pozo) para
una placa de 96 pozos e incubadas por 24 h en 10% FBS suplementado con DMEN hasta
la completa adherencia y confluencia. EI medio fue removido y las células fueron lavadas
con PBS (pH 7,4)1%. En seguida las células fueron tratadas con 5 pL de las soluciones de
LSS (control positivo), Hmmi, Rh2(u-O2CCHs)sy Rh2(u-O2,CCHzs)a(Hmmi),. A las células no
tratadas (control negativo) se le agrega agua y DMSO 0.5% sobre 100 pL de medio DMEN
10% FBS. Después de la incubacion, se estimo el numero de células viables mediante un
ensayo colorimétrico de MTS comercial (CellTiter 96® Aquous One Solution kit, Promega,
EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones colorimétricas se

midieron con un espectrofotdémetro SpectraMAx M4 Microplate reader a 490 nm.04 105
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Tratamiento de datos

Los tratamientos estadisticos fueron realizados usando andlisis paramétrico a través del
andlisis de varianza (ANOVA de una entrada). Para los ensayos de viabilidad, se uso la
prueba de Tukey. El andlisis fue realizado usando Sigma Stat (Chicago, IL, USA ) para
Windows Ver. 3.10 con nivel de significancia de 0,05. Los gréaficos fueron realizados usando
el programa Origin2016® (OriginLab, USA).

En la Figura 33 se muestra la viabilidad del Lauril sulfato de sodio (LSS)(A), Metimazol (B),
Rha(u-O2CCHjs)4 (C) y Rhy(u-O2CCH3)a(Hmmi), (D), presentando una viabilidad de 100%
para ambos tipos de lineas celulares, cuando son tratados con agua (A), y
aproximadamente 80% de viabilidad cuando son tratados con 0,5% de DMSO (B, Cy D).

s
A B B Hep G2
100 100

20

s s

3 s 3

e D

3 3

S <0 S

204
od
0 329 329 3.29 0.329 o 100 10 1 0.1
C Lauril Sulfato de Sodio “.In'lﬂlL"] fH,0 D _ Metimazol [|J.I'I'I0|L"] /DMSO 0.5%

100 100

Viabilidad (%)
Viabilidad (%)

o 50 5 0.5 o 50 5 0s 0.05

Rh,(u-0,CCH,), (umolL-') /DMSO 0.5% Rh,(11-0,CCH,),(Hmmi), (umolL"') /DMSO 0.5%

Figura 33. Viabilidad celular en células HeLa y HepG2 (media + SD) después del
tratamiento con A) Lauril sulfato de sodio (LSS, control positivo), B) Metimazol, C)
Rha(u-O2CCHs)a y D) Rha(u-O.CCHs)as(Hmmi).. Las diferentes letras representan las
diferencias estadisticas significativas, segun el test de ANOVA (p<0.05; n = 3).
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La Figura 33A muestra cerca de 100% de citotoxicidad para concentraciones de Lauril
Sulfato de Sodio con 329 pmolL?, para ambas lineas celulares, con diferencias
significativas (p<0,001). Este resultado sirve como control positivo de muerte celular total
para los ensayos posteriores. Para concentraciones de 32,9 umolL? de LSS, ambos tipos
de lineas celulares muestran viabilidad de aproximadamente 50% (LC50), sin diferencias
significativas. En concentraciones de 3,29 pumolL?, células HeLa y HepG2, muestran gran
viabilidad, respecto al control, similar resultado se muestra para concentraciones inferiores,

con diferencias entre ambos tipos de lineas celulares (p<0,05).

La Figura 33B muestra para 0 pmolL* de metimazol c.a. de 80% de viabilidad, debido al
DMSO (0,05%), siendo en estas condiciones mas viables las células HepG2 que las células
Hela (p<0,05). Asi mismo, las células HepG2 no mostraron pérdida de viabilidad para las
concentraciones de metimazol (0 — 100 pumolL™?) en comparacién al control (p<0,05). Para
el mismo grupo, las células HelLa presentaron buena viabilidad, con una disminucién en
concentraciones de 100 umolL?, siendo estas menos viables estadisticamente que las

células HepG2 en todas las concentraciones (0 — 100 pmolL?) (p<0,05)

La Figura 33C muestra para las concentraciones de 0 — 5 pmolL™ del Rhy(u-O2CCHs)s, que
no ocurri6 perdida de viabilidad para ambos tipos celulares, por otro lado, en
concentraciones de 50 pmolL?, las células HelLa presenta menor viabilidad
(aproximadamente 50%), inclusive menor que las células HepG2 (p<0,05), siendo esta

Gltima inclusive tan viable que las células HeLa en concentraciones de 5 pmolL* (p<0,05).

La Figura 33D, muestra para las concentraciones de 0,05 — 5 umolL* del aducto Rha(u-
02CCHz3)4(Hmmi). una tendencia de disminucion de la viabilidad en las células HeLacon el
aumento de la concentracién respecto al control (p<0,05). En las células HepG2, no
muestra variaciones significativas en la viabilidad respecto al control. Una comparacion
entre grupos celulares muestra una mayor viabilidad en las células HepG2 que en las
células HelLa. Para la concentracion de 50 pmolL?, se observa un “aumento de viabilidad”
respecto a las células tratadas con menor concentracion, pero no es debido al aumento de
la concentracion, sino por dificultades en la solubilidad del aducto en concentraciones

préximas a 50 umolL™.

Las células HepG2 presentan una tendencia de mayor viabilidad que las células HeLa en
todos los ensayos realizados, tanto para el control y compuestos de interés. El metimazol
no afectd la viabilidad celular para ambos modelos celulares (aproximadamente 80%). De
la misma forma, el Rh,(u-O>.CCHzs)4, 0casiona viabilidad aproximadamente de 80%, para

ambos tipos celulares en concentraciones menores a 50 pmolL?, pues en esta
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concentracion se puede observar casi el 50% de muerte celular. Por otro lado, el aducto
Rh2(u-O2CCH3)4(Hmmi)2, no causé perdida de viabilidad para el modelo celular HepG2
(p<0.05) para las concentraciones ensayadas, sin embargo, en células HelLa existe una
tendencia (p<0,05) de mayor citotoxicidad con el aumento de la concentracion del aducto.

Estos resultados sugieren que, el metimazol no origina citotoxicidad en los ensayos in vitro
en ambos modelos celulares (HepG2 y HelLa). Resultados similares fueron encontrados en
células inmortalizadas de leucemia humana K562 y MOLT-4 para concentraciones
farmacoldgicamente relevantes de metimazol (100 umolL™?), por otra parte, en ese mismo
estudio fue mostrado que el metimazol (100 pmolL™) es un buen inhibidor de especies
reactivas de oxigeno (EROs), sumando evidencias que estos radicales no estan
directamente implicados en la citotoxicidad mediadas por células®.

El Rhy(u-O.CCHs)4 puede generar efecto citotoxico (menor viabilidad) en concentraciones
mayores a 50 umolL™. Estudios de proliferacién con células inmortalizadas de leucemia en
ratas, mostraron que el Rhy(u-O2.CCHzs)4inhibe la proliferacién de estas células en 33%
para concentraciones de 48 umolL* después de 24 h. Ademas, este compuesto también
fue capaz de presentar actividad carcinoestatica en modelos celulares Ehrlich, P388 y
Sarcoma 180%. Otros estudios de viabilidad en células tumorales de Ehrlich, mostraron
citotoxicidad de 47% para concentraciones de 50 umolL* del complejo de rodio estudiado*®.
En otros trabajos fue verificado que el Rhz(u-O2CCHs)4 puede interactuar con moléculas de
actividad biolégica, como por ejemplo servir como un potente inhibidor de DNA y RNA
polimerasa en Escherichia coli*’. Finalmente, el aducto Rha(u-O2CCHs)s(Hmmi), mostro
efecto citotéxico en células HelLa para concentraciones alrededor de 5 pmolL?, sin
embargo, no genera el mismo dafio en células HepG2. Los resultados muestran que en
concentraciéon 10 umolL™, el metimazol no causa un efecto citotdxico significativo (Figura
31B), al mismo tiempo, el complejo Rhy(u-O.CCHs)s en concentracion de 5 pmolL™? no
causa un efecto citotoxico significativo en células Hela (figura 31C), pero el aducto Rh,(u-
02CCHjs)s(Hmmi), mostré un mayor efecto citotdéxico a esta misma concentracion, lo que
sugiere que, el Rhy(u-O.CCHa)4 puede ser potencializado por la presencia del metimazol,

aumentando su capacidad citotoxica principalmente en células Hela.
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CONCLUSIONES




Se sintetizd segun lo reportado en la literatura, el compuesto Tetrakis(Acetato) de

Rhy(11,11) a partir de una relacion molar 1:4 de RhC’s-H,O/CH3;COONa bajo atmosfera

inerte de N2, usando como medio la mezcla de etanol y &cido acético glacial,

obteniéndose un rendimiento de 60,31%.

Se sintetizé el aducto [Rhz(u-O2CCHs)4](Hmmi)z, aun no reportado en la literatura, a
partir de una relacién molar de 1:4 de Rhy(u-O2CCHgs)s:Hmmi, usando como medio

etanol. El rendimiento obtenido en esta sintesis fue del 64,29%.

El andlisis elemental del aducto [Rhz(u-O2CCHs)4]J(Hmmi), en un primer momento, nos
permitio proponer que el Tetrakis(acetato) de Rhx(ll,11) esta unido axialmente con dos

ligandos de metimazol.

La caracterizacion por técnicas de analisis elemental y por medio de técnicas
espectroscopicas de RMN de H, RMN de 3C, UV-vis, Infrarrojo (FTIR), Raman y MS—
ESI*, ha permitido contribuir a la propuesta que el Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,Il) esta

unido con dos ligandos de metimazol formando el aducto [Rhz(u-O2CCHz)4(Hmmi).

Los métodos térmicos (TG y DTG) del aducto [Rhz(u-O2CCHzs)4](Hmmi)2 nos permitié
establecer que la descomposicién es un tanto compleja, existiendo inicialmente la
pérdida de un metimazol seguido de la pérdida del segundo metimazol y la

consecuente descomposicién del Tetrakis(Acetato) de Rhx(ll,11).

Los ensayos de viabilidad en células HeLa y HepG2 han sugerido que el aducto
sintetizado Rh,(u-O.CCHs)sL, ha mostrado efecto citotoxico mayor para células HelLa
que para células HepG2 a una concentracién de 5 pmolL™?, que sin embargo esta por

encima del 50% de viabilidad.
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