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RESUMEN

El desarrollo de nuevas investigaciones contra el cancer es primordial en la actualidad. Tras el
descubrimiento de la actividad anticancerigena del cisplatino, ha sido de gran interés la sintesis
de nuevos complejos de coordinacién y organometdlicos como agentes anticancerigenos.

Este trabajo tiene por objetivo el disefio de agentes anticancerigenos basados en oro(l)
empleando como ligandos, moléculas derivadas de chalconas. Las chalconas son precursores de
los flavonoides que presentan una variedad de propiedades bioldgicas, entre las que destaca la
actividad anticancerigena. Para completar la esfera de coordinacidn del centro metalico se han
empleado ligandos del tipo fosfina y carbeno, tales como PTA (1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano),
trifenilfosfina y 1,3-bis(2,6-di-i-propilfenil)imidazol-2-ilideno), con el objetivo de modificar el
caracter lipdfilo del complejo resultante y conseguir establecer un balance entre lipofilicidad e
hidrofilicidad para favorecer su distribucién y su entrada a las células. La eleccién, tanto del
metal de transicion como de los ligandos, es fundamental para disefiar un farmaco eficaz
respecto a su difusién a través del organismo y su actividad antitumoral.

Se llevd a cabo una serie ensayos fisico-quimicos y bioldgicos sobre los nuevos complejos,
basados en el estudio del coeficiente de reparto octanol-agua, asi como medidas de estabilidad
tras su incubacién a 37°C durante 24 horas en condiciones fisioldgicas, permitiendo conocer si
el cardcter lipofilico se encontraba en el rango permitido para su administracion y si conservaba
su estructura tras 24 horas sin descomposicion aparente. Los ensayos biolégicos se basaron en
el ensayo MTT, test de Ames, ademas del marcaje y visualizacién de los nucleos de las células.
De esta forma se estudié la capacidad anticancerigena de los complejos coordinados con PTA,
asi como su ausencia de capacidad mutagénica.

Tras resultados obtenidos, se concluye que los complejos sintetizados muestran tener un
potencial adecuado para su estudio en profundidad como farmacos contra el cancer.



ABSTRACT

The development of new investigations against the cancer is essential at present. After the
discovery of the anticancer activity of cisplatin, the synthesis of new metallic complexes as
anticancer agents has been of great interest.

The design of anticancer agents based on metals, in particular gold (I) with molecules derived
from chalcones as ligands, has been the main objective of this work. The chalcones are
precursors of the flavonoids, that present a variety of biological properties, among which the
anti-cancer activity stands out. To complete the coordination sphere of the metal center, ligands
of the type phosphine and carbene have been used, such as PTA (1,3,5-triaza-7-
phosphaadamantane), triphenylphosphine and 1,3-bis (2,6-dihydro) i-propylphenyl) imidazol-2-
ylidene), with the aim of lipophilic character modification and achieving a balance between
lipophilicity and hydrophilicity to favor their distribution and entrance to the cells. The choice,
both of the transition metal and of the ligands, is fundamental to design an effective drug with
respect to its diffusion through the organism and its antitumor activity.

A series of physical-chemical and biological tests were carried out on the new complexes, based
on the study of the partition coefficient octanol-water, as well as stability measurements after
incubation at 37 ° C for 24 h under physiological conditions. Thes experiments allow knowing
the optimal lipophilic character for their administration and their stability in buffered solution
after 24 h.. The biological assays were based on the MTT test, Ames test, besides the marking
and visualization of the nuclei of the cells. In this way, the anticancer capacity of the complexes
coordinated with PTA was studied, as well as their lack of mutagenic ability.

After the results, we can conclude that the synthesized complexes show to have a suitable
potential for its in-depth study as anticancer drugs.



1. INTRODUCCION

El cdncer es una enfermedad caracterizada por un crecimiento celular incontrolado en un tejido
solido originando células que van perdiendo poco a poco su morfologia normal. En la actualidad
se ha convertido en la segunda causa de muerte en el mundo, por lo que su estudio y posible
erradicacion supone todo un reto.

A pesar de los enormes esfuerzos en el desarrollo de nuevos estudios y nuevas estrategias
guimioterapéuticas para el tratamiento de los distintos tipos de cancer, sigue siendo la principal
preocupacién en todo el mundo.

Gran parte de las investigaciones del cancer llevadas a cabo durante las Ultimas décadas han
impulsado a los investigadores a comprender su fisiopatologia, mecanismo de sefializacién y
desarrollo de terapias estratégicas que pueden tratar el cdncer de manera efectiva.!

Los tratamientos empleados en la actualidad contra el cdncer se centran principalmente en la
radioterapia, la cirugia y la quimioterapia. La radioterapia es capaz de matar el cancer de forma
local, pero también puede matar células sanas cercanas y la quimioterapia suele dar lugar a
efectos secundarios, debido a la escasa selectividad de los farmacos empleados.
Consecuentemente, es necesario desarrollar nuevas moléculas que lleven a mejores resultados
terapéuticos no sélo por producir mayor grado de muerte celular, sino de una forma mas
selectiva.?

Las primeras investigaciones en quimioterapia se centraron en fdrmacos de naturaleza orgdnica,
hasta el descubrimiento del cisplatino (cis-[PtClz(NHs),]) como agente antitumoral. El cisplatino
es capaz de inhibir el crecimiento de las células cancerosas debido a su capacidad para inhibir la
sintesis y reparacidon del DNA por modificaciones de su estructura tridimensional. Se viene
empleando para tratar el cancer de testiculos, Utero y tumores genito-urinarios, pero presenta
graves efectos secundarios tales como toxicidad renal, hepética y sordera. >* A partir del
cisplatino, se han descrito otros complejos de platino similares, tales como carboplatino,
oxaliplatino o nedaplatino, que, aunque son efectivos, todavia producen efectos secundarios
importantes y su espectro de accidn es limitado.> Por ello, durante los udltimos afios, se ha
extendido la investigacion en agentes quimioterapéuticos basados en otros metales diferentes
al platino, entre los que se incluye por ejemplo rutenio y oro.

Desde la antigliedad, el oro ha sido un elemento de gran interés por sus diferentes propiedades,
destacando las curativas. Su uso en la medicina se popularizé en el siglo XX al descubrir que el
complejo K[Au(CN),] actuaba sobre la bacteria causante de la tuberculosis.® A partir de este
descubrimiento se sintetizaron nuevos compuestos con oro(l) con el fin de utilizarse como
farmacos eficaces administrados por via oral, tales como el auranofin, miocrisin y solganol, todos

ellos efectivos contra la artritis reumatoide (Figura 1).”#
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Figura 1. Primeros complejos de oro(l) utilizados como farmacos



En la sintesis de un farmaco basado en complejos de metales de transicidn es importante la
eleccidon del ligando de la esfera de coordinacion, para favorecer su estabilidad y solubilidad y
modular su permeabilidad a través de las membranas celulares, incrementando asi su actividad
anticancerigena.

En las actuales investigaciones de farmacos, destaca el oro debido a su alta capacidad de
coordinacion, siendo de gran importancia el estudio de distintos ligandos que se coordinan al
centro metalico para una biodistribucidn por el organismo y actividad anticancerigena mas
eficaz.

Los complejos sintetizados en este trabajo tienen como objetivo poder transportarse a través
de la sangre y atravesar la bicapa lipidica de las células, por lo que es necesario un equilibrio
entre hidrosolubilidad y liposolubilidad. Igualmente, interesa que alguno de los ligandos
coordinados al metal presente propiedades citotéxicas propias y que, por tanto, al ser
administrado al organismo realice una actividad intrinseca de forma que se potencie la actividad
final, en simbiosis con la del centro metalico.

Los productos naturales han mostrado una prometedora actividad anticancerigena,’ y entre
ellos destacan los flavonoides, que son metabolitos secundarios de las plantas sintetizados a
partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-coenzima A. Los flavonoides consisten en
una familia diversa de compuestos del tipo polifenol, que han mostrado tener propiedades
beneficiosas para la salud humana entre las que se incluyen: antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas.’®%12 | 3 sintesis de flavonas se puede llevar a cabo en 2 pasos mediante una
condensacion Claisen-Schmidt en medio bdsico generando una chalcona como intermedio, que
posteriormente se ciclard en presencia de agua oxigenada. Al igual que las flavonas, sus
precursores, las chalconas, han demostrado tener actividad anticancerigena debida
principalmente a su capacidad para inhibir la actividad de por ejemplo enzimas tales como
topoisomerasa-Il, catepsina-K o del proteasoma entre otros.™

La quimica de las chalconas sigue siendo una fascinacién entre los investigadores en el siglo XXI
debido a su quimica simple, facilidad de sintesis, capacidad de reemplazamiento de los
hidrégenos para producir una gran variedad de derivados y su diversidad en cuanto a actividades
bioldgicas como antimicrobianos, anticancerigeno, antioxidante y antiinflamatorio.

Las chalconas son cetonas aromaticas a,pB-insaturadas, también conocidas como
bencilidenacetofenonas. El modelo de chalcona, como farmacoéforo, estd dividido en tres
regiones (Figura 2). La Regidon A requiere un anillo aromatico, la regiéon B también formado por
un anillo aromatico y la regidn intermedia estd compuesta de una enona.*

Figura 2. Estructura de la chalcona

Se han realizado cuantiosas investigaciones para sintetizar derivados de chalcona y estudiar su
actividad citotdxica en distintas lineas celulares de cancer. Un factor importante que influye en
la actividad anticancerigena de las chalconas parece ser el enlace insaturado en Ca y CB, ademas,
la presencia de sustituyentes del tipo hidroxi y metoxi en el anillo A.*®



Ya hemos comentado la importancia de la eleccién de los ligandos en la esfera de coordinacién
del metal a la hora de disefar un potencial agente anticancerigeno basado en un complejo
metalico. Ademas de poder favorecer la estabilidad y solubilidad del complejo resultante, si uno
de los ligandos presenta actividad bioldgica por si sélo, puede finalmente producirse un efecto
aditivo, incrementando asi la actividad bioldgica final.

Con esta premisa, en este trabajo hemos seleccionado como ligandos en primer lugar moléculas
derivadas de 2-hidroxichalconas a las que coordinaremos unidades oro-fosfina u oro-carbeno.
Dado que los centros metdlicos de oro(l) actian como 4cidos blandos segun la teoria HSAB, la
coordinacion al oxigeno del grupo hidréxido estaria desfavorecida, por lo que, para favorecer
dicha coordinacién, procederemos inicialmente a una alquilaciéon de dicho grupo con bromuro
de propargilo, que originara un alquino terminal, facilmente accesible por centros de oro(l), tras
su deprotonacion (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de 2-hidroxichalconas, chalconas alquiladas y complejos de oro con
chalconas
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En el caso de fosfinas coordinadas al centro metdlico, hemos elegido la fosfina soluble en agua
la 1,3,5—-triaza-7-fosfaadamantano o PTA (Figura 4). Su elevada solubilidad en agua se debe a la
capacidad de establecer puentes de hidrédgeno entre sus dtomos de nitrégeno y el disolvente.
Se trata de una fosfina Unica debido a sus minimos efectos estéricos con estabilidad térmica,
resistencia a la oxidacion y solubilidad en agua y en otros disolventes como metal DMSO,

diclorometano o cloroformo.
ol
N~ TN

LN
Figura 4. 1,3,5—triaza7-fosfaadamantano (PTA)

Durante los ultimos afios se han estudiado un elevado nimero de complejos de metales de
transicidn, entre los que se incluyen complejos de rutenio y de oro con el ligando PTA, que han
mostrado actividad anticancerigena frente a una diversidad de lineas cancerosas.'®?

Ademas de las fosfinas, los ligandos del tipo carbeno N-heterociclico dan lugar a complejos
metdlicos muy estables que han sido estudiados en diferentes aplicaciones entre las que se
incluye como potenciales metalofdrmacos.?%2!

Los carbenos de 5 miembros, como por ejemplo el que hemos empleado en este trabajo (Figura
5), derivados del imidazol-2-ilideno, son especies neutras con un carbono situado entre los dos
atomos de nitrégeno, con un par de electrones libres capaces de coordinarse tanto a metales
duros como blandos, haciéndolos incluso mas versatiles que las fosfinas.



IPr

Figura 5. 1,3-bis(2,6-di-i-propilfenil)imidazol-2-ilideno (IPr)

2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

El desarrollo de este trabajo de investigacidn se basa en cuatro objetivos principales:

- Sintesis y caracterizacidon de nuevos complejos de oro, asi como la familiarizacion con
las técnicas mas habituales.
Para su desarrollo, se llevard a cabo en primer lugar la sintesis de chalconas con
diferentes sustituyentes en el anillo B, asi como su alquilacién con bromuro de
propargilo. Tras la preparacion de los cloro derivados de oro de partida, tanto los
complejos con fosfina como con los carbeno complejos se les hara reaccionar con las
chalconas alquiladas dando lugar a los correspondientes derivados alquino fosfina y
alquino carbeno.
Los nuevos complejos seran estudiados con diferentes técnicas estructurales:
espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y espectroscopia ultravioleta
visible, para su caracterizaciéon completa.

- Estudio fisico-quimico/farmacocinético de los compuestos sintetizados para su posible
aplicaciéon como agentes anticancerigenos.
Se realizardn medidas de estabilidad de los complejos para evaluar su comportamiento
a lo largo del tiempo en condiciones fisioldgicas tras su incubacién a 37 °C, asi como las
medidas de coeficiente de reparto n-octanol/agua para estudiar su caracter lipofilico e
hidrofilico, con la finalidad de dar una percepcién de su biodistribucion por el
organismo, asi como su capacidad para difundir en las membranas plasmaticas.

- Estudio bioldgico basado en tres ensayos: ensayo MTT, marcaje y visualizacién de
nucleos mediante microscopia de fluorescencia y test de Ames. Se estudiard su
capacidad de inducir la muerte celular, asi como su capacidad mutagénica.

- Familiarizacién con diferentes fuentes bibliograficas y con el protocolo a seguir en una
presentacién de un trabajo de investigacion.



3. DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se incluye el andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos en este
trabajo.

3.1. Sintesis de los productos de partida
3.1.1. Preparacion de 2-Hidroxichalconas (CL-1)

Como se ha indicado anteriormente en la introduccidn, las moléculas del tipo chalcona pueden
ser un candidato adecuado para ser empleadas como ligando en la coordinacién al centro
metalico de oro(l), gracias a su actividad anticancerigena, ademds de la facilidad de su sintesis.
Se han sintetizado chalconas con distintos sustituyentes con la idea de disefiar el ligando mas
biocompatible.

La sintesis se lleva a cabo mediante una condensacién alddlica de Claisen-Schmidt de un
benzaldehido no enolizable y una acetofenona enolizable empleando hidréxido de sodio (40%)
como catalizador en etanol desgasificado.
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Ecuacion 1. Sintesis de 2-hidroxichalconas

El procedimiento de sintesis ya habia sido descrito previamente en la bibliografia cientifica??

para los sustituyentes R = H, Cl y OMe. En nuestro caso ademas de los ya descritos, hemos
incluido la sintesis del que lleva el sustituyente R = Br. Se han obtenido buenos rendimientos
con los cuatro sustituyentes empleados y ademas hemos completado la caracterizacién de los
mismos mediante las técnicas espectroscdpicas convencionales, asignando todas las sefiales de
RMN a cada uno de los atomos de la estructura.

La reaccién se ha realizado con diferentes sustituyentes en la posicién para- del benzaldehido,
anillo B (Figura 7). Los sustituyentes R empleados tienen diferencias respecto a la capacidad
electrodadora y electroaceptora, con el fin de estudiar su influencia en el compuesto resultante
(figura 6).

-Cl -Br -H -OCH;

Capacidad Electroaceptora 0 Capacidad Electrodadora

Figura 6. Clasificacion de los sustituyentes seguin su capacidad electroaceptora y electrodadora

Se ha asignado la siguiente numeracion a la estructura de CL-1, como apoyo para la compresién
de las senales espectroscdpicas:



R = H (CL-1a), Br (CL-1b), Cl (CL-1c), OMe (CL-1d)

Figura 7. Estructura de la 2-hidroxichalcona con la numeracion de las posiciones fenilicas
Los espectros, tanto de resonancia magnética nuclear como de espectroscopia infrarroja,
resultan tener un patron caracteristico con diferencias en los desplazamientos segun la
naturaleza del sustituyente.

En el espectro de *H-RMN se observan dobletes de dobletes para los protones H? y H® del anillo
A; dobletes de dobletes de dobletes para los protones H* y H; un sistema AB para los protones
del doble enlace y en el caso de benceno B para- disustituido se detecta un sistema AA’XX’ en el
que las sefiales de los protones H¥, H> son las mas afectadas por el sustituyente R. Se toma como
referencia el espectro H-RMN de la chalcona CL-la (Figura 8) para comparar los
desplazamientos de los distintos sustituyentes.
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Figura 8. Espectro 'H-RMN de CL-1a (R= H)

La asignacion de los hidrogenos se ha realizado con la ayuda de un espectro bidimensional H,H-
COSY (figura 9).
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Figura 9. Espectro H,H-COSY de CL-1a

En la tabla se muestra la influencia del sustituyente R en los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos del anillo B, siendo mas afectados por encontrarse en las posiciones mas cercanas.



Chalcona CL-1a (R=H) | CL-1b(R=Br) | Cl-1c(R=Cl) | CL-1d (R=OCH)

& (ppm) H¥, H¥ 7.43 7.54 7.42 6.95

& (ppm) HZ, H® 7.67 7.58 7.61 7.65

Tabla 1. Desplazamiento de los H del fenilo B

Se observa como los grupos electroatractores afectan ligeramente al desplazamiento de los
hidrégenos hacia campo alto. Esto es debido a que los halégenos son aceptores por efecto
inductivo, pero por efecto de resonancia ceden densidad electrdnica. La posicidn orto- respecto
de R esta mas afectada por el efecto de resonancia, ya que la carga negativa queda sobre esta
posicion y por tanto tienen un exceso de densidad electronica. Ambos efectos estdn
compensados, pero al ser mas fuerte el efecto de resonancia estdn ligeramente mas
apantallados.

Los hidrégenos del sustituyente metoxi se ven mas desplazados a campo alto. El sustituyente
metoxi tiene menor caracter aceptor de electrones que los halégenos por efecto inductivo,
debido a ello retira menos y la densidad electrénica en torno a los H serd mayor, provocando
qgue estén menos apantallados los hidrégenos. Ademas de tener el mismo efecto resonante que
los sustituyentes halogenados, de forma que se favorece un mayor desplazamiento hacia campo
alto.

Los espectros de *C{*H}-RMN, muestran tres sefiales caracteristicas: la del grupo carbonilo en
todas las chalconas en torno a 194 ppm, la del alcohol en 164 ppm y la del doble enlace en torno
a 145 ppm (Ca) y 120 ppm (Cp).

Respecto a los espectros de IR, se observa en todos los casos una banda ancha caracteristica del
grupo -OH con una frecuencia en torno a 3000-3300 cm™?, una banda estrecha en torno 1640
cm? del alqueno y otra banda estrecha y alargada en torno a 1600 cm™ propia del grupo
carbonilo (Espectros representados en los anexos).

3.1.2. Preparacion de las Chalconas alquiladas (CL-2)

Se ha llevado a cabo la alquilacién de las chalconas descritas en el apartado anterior en el grupo
-OH. En primer lugar, se debe deprotonar este grupo hidroxilo con carbonato de potasio y a
continuacién alquilarlo mediante la adicion de bromuro de propargilo. Se obtienen los
correspondientes derivados alquilados de las chalconas con un grupo alquino, que
posteriormente podra coordinarse a un centro metalico de oro(l) tras su previa deprotonacion.
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R = H (CL-2a), Br (CL-2b), CI (CL-2c), OMe (CL-2d)
Ecuacion 2. Sintesis de las chalconas alquiladas

Como en el caso anterior, los espectros observados tanto de RMN como de IR tienen un patrén
caracteristico, existiendo diferencias respecto a los desplazamientos quimicos debidas al
efecto del sustituyente R.



Se muestra el espectro *H-RMN del derivado alquino de la CL-1d como ejemplo (Figura 10),
siendo representados el resto de los espectros en los anexos.
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Figura 10. Espectro *H-RMN de CL-1d

Como en el caso anterior, para una correcta asignacion de los hidrégenos se ha realizado un
espectro bidimensional H,H-COSY. Las sefiales debidas al H? (anillo A) son las mas afectadas por
la alquilacién, de modo que en todos los casos se aprecia un desplazamiento hacia campo alto.
En cuanto a los protones del anillo B, se repite la misma variacidon y desplazamiento que
habiamos observado en las chalconas de partida. En la tabla se muestran las variaciones de los
desplazamientos quimicos de los hidrégenos del anillo B tras la alquilacién.

Derivados de la chalcona | CL-2a(R=H) | CL-2b (R=Br) | CL-2c (R=Cl) | CL-2d (R=OCH:s)

6 (ppm) H¥, H* 7.39 7.44 7.35 6.91

& (ppm) HZ, HY 7.59 7.54 7.55 7.59

Tabla 2. Desplazamiento de los protones del fenilo B

Los hidrégenos de los sustituyentes en posicidn orto- al sustituyente R estdn mas desplazadas
respecto a los de la posicion meta-. El sustituyente metoxi influye mas en el desplazamiento
respecto al resto, ya que se trata de un grupo menor caracter aceptor de electrones, teniendo
las posiciones orto- mas afectadas porque el efecto inductivo es mayor a distancias menores.
Adicionalmente se observa un triplete en torno a 2,4 ppm debido al protdn del alquino y un
doblete centrado en torno a 4,7 ppm que corresponde al grupo —CH; del grupo propargilo.

En los espectros de B3C{*H}-RMN, permanecen las sefiales caracteristicas del grupo carbonilo en
tornoa 194 ppmy el doble enlace entorno a 145 ppm (Ca) y 120 ppm (CP). Aparecen variaciones
respecto a las chalconas de partida ya que la sefial del carbono del grupo —OH también se ha
desplazado hacia campo alto tras su alquilacién, ademas aparecen nuevas sefiales en torno a 79
y 56 ppm debidas a triple enlace y al -CH,- del grupo propargilo respectivamente.

En los espectros de IR, se observa en todos los casos como la banda ancha correspondiente al
alcohol ha desaparecido debido a su alquilacion. Aparecen dos bandas estrechas
correspondientes a la incorporacién de grupo alquino, en torno a 3200 cm™ del hidrégeno
enlazado con el triple enlace y a 2100 cm™ del triple enlace. Se mantienen las bandas
caracteristicas en torno a 1600 cm™ del grupo carbonilo y 1640 cm™ del alqueno.



3.2. Preparacion de complejos oro fosfina

Para la sintesis de los complejos oro-fosfina con las chalconas alquiladas en primer lugar se han
sintetizado los complejos de oro(l) [AuCIPRs] (PRs= PTA, PPhs) que se han empleado como
productos de partida y que se haran reaccionar posteriormente tras la deprotonacion de las
chalconas alquiladas. Su preparacién consiste en la adicion de la fosfina PR3 sobre una disolucién
de [AuCltht] (tht = tetrahidrotiofeno) en diclorometano, de forma que el tht, al tratarse de un
ligando |abil, se desplaza con facilidad sustituyéndose por la correspondiente fosfina.

[AuCltht] + PR3 — [AUCIPR;]
Ecuacion 3. Sintesis de [AuCIPRs]
3.2.1. Preparacion de complejos de Au con PTA

La sintesis de alquino complejos de PTA se ha realizado deprotonando el protén del grupo
alquino con hidréxido de potasio en etanol y la posterior reaccidon con [AuCIPTA]. En todos casos
se obtienen sélidos estables al aire y con rendimientos aceptables en torno a 55 - 70%.
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R = H [Au(CL-2a)PTA] (1), Br [Au(CL-2b)PTA] (2), CI [Au(CL-2¢)PTA] (3), OMe [Au(CL-2d)PTA] (4)
Ecuacion 4. Sintesis de complejos de oro con PTA

Los espectros de todos los complejos de PTA, como era de esperar, presentan una gran similitud.
En los espectros de *H-RMN, ha desaparecido la sefial del protén del grupo alquino que nos
indica que se ha deprotonado adecuadamente el derivado de chalcona. La ausencia del
hidrégeno provoca que la sefial debida al -CH,- tenga una multiplicidad de singlete en lugar de
un doblete ya que no tiene hidrégenos vecinos a los que acoplarse. Aparecen las sefiales
caracteristicas de la fosfina PTA, que aparecen como un sistema AB para los protones
metilénicos del grupo NCH;N y un singlete correspondiente al grupo NCH,P, confirmando asi la
sintesis del complejo deseado. Se muestra como ejemplo de lo indicado el espectro de 'H-RMN
de [Au(CL-2a)PTA] (Figura 11).
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Figura 11. Espectro *H-RMN de [Au(CL-2a)PTA] (1)



Los espectros de 3'P{*H}-RMN demuestran que se ha coordinado la fosfina al centro metélico en
todos los complejos, apareciendo un singlete en torno a -49 ppm (tabla 3), desplazada hacia
campo bajo con respecto al producto de partida [AuCIPTA], que aparece en torno a -51 ppm.

Complejo 31p{1H} -RMN (ppm)
[Au(CL-2a)PTA] (1) —-48.8
[Au(CL-2b)PTA] (2) —48.7
[Au(CL-2c)PTA] (3) -49.0
[Au(CL-2d)PTA] (4) —-48.3

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de los fésforos en los complejos con PTA

En los espectros de 3C{*H}-RMN, permanecen las sefiales caracteristicas del grupo carbonilo en
torno a 194 ppm, el doble enlace en torno a 142 ppm y 125 ppm, asi como la seial del carbono
del grupo éster en torno a 160 ppm. La coordinaciéon de la unidad Au-PTA al alquino desplaza a
campo bajo la sefial del mismo, hasta un desplazamiento de 97 ppm, mientras que la sefial del
grupo —CH; fruto de la alquilacidon permanece en torno a 57 ppm.

En los espectros de infrarrojo se observa la desaparicién de la banda de vibracién del hidrogeno
del alquino confirmdndonos que todo el producto de partida se ha deprotonado
adecuadamente. Se mantienen las bandas estrechas del triple enlace, del doble enlace y del
grupo carbonilo, en torno a 2100, 1640 y 1600 cm respectivamente.

3.2.2. Preparacion de complejos de Au con PPh;

La sintesis de alquino complejos de oro con PPh; se intentdé por el mismo procedimiento
empleado en al apartado anterior, sin embargo, la deprotonacién del hidrégeno del grupo
alquino con hidréoxido de potasio en etanol y la posterior reaccidon con [AuCIPPhs], dié como
producto final una mezcla de productos.

En los espectros de *H RMN se observan sefiales adicionales y las integrales de los protones
indican que hay mas de los que deberia (figura 12). Ademéds, el espectro de 3!P{*H}-RMN nos
revela que sigue habiendo producto de partida [AuCIPPhs] sin reaccionar, aun dejando largos
tiempos de reaccion.

Figura 12. Espectros *H, 3'P{*H}RMN de [Au(CL-2a)PPhs] (5)

Se comprobd si cambiando el disolvente por metanol se favorecia la reaccién, de forma que se
obtuvo el producto deseado pero impurificado ya que se detecta en todos los espectros una
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sefial adicional (Figura 13). Los espectros de 3!P{*H}-RMN muestran que todo el producto de
partida ha reaccionado, apareciendo una Unica seiial.

] .LL"‘I..'U\.A'\'L'« o PR ‘ " 77
Figura 13. Espectros *H, 3'P{*H}-RMN [Au(CL-2a)PPhs] (5)

Las siguientes alternativas del método se centraron en reemplazar la base. Se probd
sustituyendo la base por carbonato de potasio, descartdndose este método ya que los espectros
muestran que hay productos de partida. La base no es suficientemente fuerte para deprotonar

el alquilo.

Finalmente se obtuvo el método adecuado, utilizando como base carbonato de cesio en exceso
en diclorometano. Se sintetizaron asi los complejos con los sustituyentes H y Br (ecuacion 5).

0]

(o}
+ Cs,CO3 + [AUC|PPh3] —>
o) R o/\ )

/& \
./fu\, P i'ﬂv\‘
(S <~>

7\

/

R = H [Au(CL-2a)PPhs] (5) y R = H [Au(CL-2b)PPhs] (6)
Ecuacion 5. Sintesis de complejos con oro PPhs
En los espectros de H-RMN, ha desaparecido la sefial del protén del alquino variando la

multiplicidad de la sefal de -CH;- a un singlete. Aparecen las bandas del grupo PPhs confirmando
que se ha coordinado al centro metdlico. Se muestra como ejemplo el espectro de *H-RMN de

[Au(CL-2a)PPhs] (5).

Figura 14. Espectro *H-RMN de [Au(CL-2a)PPhs] (5)
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En los espectros de 3!P{*H}-RMN aparece un singlete en torno 41 ppm (tabla 4), desplazado en
8 ppm hacia campo bajo con respecto al producto de partida, mostrando que se ha producido
la coordinacidn de la unidad AuPPhs a la chalcona alquilada.

Complejo 31p{1H}-RMN (ppm)
[Au(CL-2a)PPhs] (5) 41.5
[Au(CL-2b)PPhs] (6) 41.3

Tabla 4. Desplazamiento quimico de los fésforos de los complejos con PPhs

Los espectros de infrarrojo confirman la deprotonacién del hidrégeno del alquino al desaparecer
la banda en torno a 3200 cm™. Se mantienen las bandas estrechas del triple enlace, del doble
enlace y del grupo carbonilo, en torno a 2100, 1640 y 1600 cm™ respectivamente.

3.2.3. Preparacion de complejos oro carbeno

La sintesis del carbeno complejo de oro consiste en la adicion de [AuCl(tht)] sobre la sal de
imidazolio [IPr-H]Cl en presencia de carbonato de potasio, como base para deprotonar. El
procedimiento seguido ha sido publicado anteriormente en nuestro grupo de trabajo? y solo
funciona con carbenos voluminosos.

/:\ + YQ/
N\7N N

+ [AuCI(tht)] + K,COg

3

Ecuacion 6. Sintesis del complejo [CIAulPr]

La sintesis de alquino complejos de oro con el carbeno IPr se ha realizado de igual forma a la
descrita para los complejos AuPTA, es decir, deprotonando el protdn del grupo alquino con
hidréxido de potasio en etanol y la posterior coordinacién de la unidad oro-carbeno tras la
adiciéon del complejo [AuClIPr].

O
F
: L7,
¢
AuCI( IPr) J—m
5 - +KOEt + [AuCI( IP1) ] \
Au

EE 27N

R = H [Au(CL-2a)IPr] (7), Br [Au(CL-2b)IPr] (8), Cl [Au(CL-2c)IPr] (9), OMe [Au(CL-2d)IPr] (10)

{
<

Ecuacion 7. Sintesis de complejos de oro con IPr
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A continuacidén, se muestra como ejemplo el espectro *H-RMN de [Au(CL-2a)IPr] (7), teniendo el
resto de complejos un patrén similar. Las diferencias de los desplazamientos son debidas al
sustituyente R siendo esta vez mas complicado asignar cada desplazamiento, ya que se observa
una acumulacién de sefales en la region de fenilos, debido a la presencia de los protones del
anillo bencénico del carbeno.

Figura 15. Espectro *H-RMN de [Au(CL-2a)IPr] (7)

El espectro muestra el singlete del grupo -CH,- del propargilo centrado en torno a 5 ppm,
ademas de las sefales caracteristicas de los grupos isopropilo, un septuplete en torno a 2.5 ppm
debido al protdn del isopropilo (-CHMe;-), dos dobletes de los metilos del isopropilo en torno a
1 ppm y un singlete correspondiente a los dos protones del anillo de imidazolio en torno a 7

ppm.

En los espectros de *C{*H}-apt RMN se observan las sefiales propias de la chalcona alquilada sin
apenas modificacién en los desplazamientos quimicos, salvo la sefial debida al carbono del
alquino que al igual que se observaba en los complejos con PTA se ha desplazado a 97 ppm tras
la coordinacién al centro metdlico. Se pueden identificar ademas las sefiales debidas a los 2
carbonos del anillo N-heterociclico en torno a 124 ppm, el carbono cuaternario unido al centro
de oro a 192 ppm, asi como las derivadas de los grupos isopropilo, centradas en torno a 29 ppm
(CHMe3) y 24 ppm (Me).

En los espectros de infrarrojo, la banda del hidrégeno del alquino desaparece. Se mantienen las
bandas estrechas y alargadas correspondientes al triple enlace, el doble enlace y el grupo
carbonilo, en torno a 2100, 1640 y 1600 cm® respectivamente.

3.3. Propiedades fisico-quimicas
3.3.1. Coeficiente de reparto octanol-agua

Para disefiar un farmaco hay que tener en cuenta sus propiedades de administracidn/absorcion,
distribucién, metabolismo y eliminacién (ADME), incluyendo su estabilidad y toxicidad.

El caracter lipofilico de un compuesto es una caracteristica intrinseca que tiene una gran
importancia respecto a las propiedades anteriores. La lipofilia estd directamente relacionada
con su capacidad de difundir a través de la capa lipidica de la membrana celular, afectando
directamente tanto a su actividad bioldgica como a su toxicidad.
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El balance entre lipofilia e hidrofilia, se puede calcular mediante el coeficiente de reparto entre
n-octanol y agua en condiciones isotdnicas (log D). El log D se obtiene a partir de la medida de
las concentraciones en el espectrofotémetro de absorcion UV-vis. En nuestro caso, se ha
calculado el log D74 ya que la disolucion acuosa es isotdnica con un pH de 7.4 (ecuacion 8).

[Compuesto]octanol

logD =1
o8 o8 [Compuesto]agua

Ecuacion 8. Expresion del coeficiente de reparto

Complejo Log D7.4 Complejo Log D74

[Au(CL-2a)PTA] (1) 1.1 [Au(CL-2b)PPhs] (6) | 0.79

[Au(CL-2b)PTA] (2) | 0.81 [Au(CL-2a)IPr] (7) 2.05

[Au(CL-2¢c)PTA] (3) 1.02 [Au(CL-2b)IPr] (8) 0.74

[Au(CL-2d)PTA] (4) 1.29 | [Au(CL-2c)AulPr] (9) | 1.44

[Au(CL-2a)PPh;] (5) 0.96

Tabla 5. Valores del coeficiente de reparto

Un equilibrio entre caracter lipéfilo e hidréfilo daria un valor en torno a cero siendo, lo que
indicaria una solubilidad similar tanto en el disolvente orgdnico como en agua. En nuestro caso,
se aprecia un cierto cardcter lipdfilico al presentar unos valores superioresa Oy entornoalen
todos los casos, excepto en el caso del complejo [Au(CL-2a)IPr] (7) que presenta un valor de 2,
superior al resto y que a priori pudiera favorecer una mayor retencién del complejo en el interior
de la célula pudiendo provocar mayores efectos secundarios, al dificultar su eliminacion. Se
observa precisamente que los valores menores de logD corresponden a los complejos en los que
el sustituyente R de la chalcona es un atomo de Br, dandoles finalmente un menor caracter
lipofilo.

Este caracter lipdfilo podria permitir que los compuestos preparados en este trabajo pudieran
atravesar las membranas celulares con mayor facilidad.

3.3.2. Medidas de estabilidad

Se ha estudiado la estabilidad de los complejos de PTA y del carbeno IPr en condiciones
fisioldgicas a 37°C durante 24 horas mediante la evolucién de los espectros de absorcién, para
concluir si son estables o por el contrario evolucionan a la formacién de especies nuevas por
procesos de hidrdlisis o se forman nanoparticulas por procesos de descomposicién del oro.

Se muestran dos de los espectros de visible-UV obtenidos para cada tipo de complejo estudiado,
el resto de los espectros se encuentran en los anexos.
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Figura 16. Espectro UV- Vis de [Au(CL-2b)PTA](2) y [Au(CL-2b)IPr] (8) a lo largo del tiempo

Se observa como a lo largo del tiempo se produce una disminucién de la absorbancia de los
complejos, pudiendo ser causada por una disminucion de la solubilidad o degradacién del
complejo. Ademas, se observan la desaparicion de una banda en torno a 300 nm a las 24 horas
pudiendo atribuirse a procesos de disociacién o procesos de hidrdlisis.

Es importante que no haya aparecido ninguna banda en torno a los 500 nm en ninguno de los
complejos, lo que nos indica que no se produce la descomposicion del oro(l) a oro metalico.

3.4. Ensayos bioldgicos
3.4.1. Ensayo MTT

Se ha estudiado la citotoxicidad de los complejos de PTA con el fin de evaluar la efectividad de
estos sobre la inhibicién de las funciones bioldgicas celulares. Se ha empleado la técnica MTT
sobre células adherentes Hela (cancer cervical). Este ensayo nos permite calcular el valor ICso
de forma que nos muestra la cantidad de complejo que es requerida para que la viabilidad de
un cultivo celular se vea reducida al 50%.

El bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) pertenece a la familia de las
sales de tetrazolio que al reducirse se convierte en formazan. En esta reduccién se aprecia un
cambio de color de amarillo a violeta, es debido a esto que se mide la absorbancia a 550 nm.
Esta reduccion se debe a la accidn de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales. Cuando esta
reaccién ocurre se aprecia un precipitado violeta-morado.

Para la realizacion de este ensayo, se ha elegido los complejos [Au(CL-2b)PTA] (2), [Au(CL-
2¢)PTA] (3) y [Au(CL-2d)PTA] (4) disueltos en DMSO para posteriormente ser incubados junto
con las células cancerigenas Hela. A partir de las células control se pueden apreciar las
variaciones de la muestra debidas a la citotoxicidad de los complejos.

Figura 17. 1: control; 2: [Au(CL-2b)PTA] (2); 3:[Au(CL-2c)PTA] (3); 4:[Au(CL-2d)PTA] (4)
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En el control se aprecian las células sanas con aspecto alargado. Las células tratadas con el
complejo presentan una diferencia de aspecto debida a la muerte celular y la compactacidn del
ADN. Las células observadas estan en mitosis y los espacios en los que no se observan células en
consecuencia de esta muerte celular.

A partir de los ensayos de MTT se determina el porcentaje de células vivas por espectroscopia UV-
vis, tras el tratamiento de las mismas con diferentes concentraciones del complejo ensayado.
Después de la representacién en una grafica con respecto a las concentraciones, se traza unalinea
recta en el porcentaje del 50% y se calcula la concentracion en la que corta con cada uno de los
compuestos.
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Figura 18. Representacidn del ensayo MTT de [Au(CL-2c)PTA] (3)

El calculo de la IC para el 50% de las células HelLa nos dio un valor aproximado de 5 uM en todos
los casos. Los tres complejos tienen una reaccion muy similar, provocando la muerte en un
mismo numero de células tumorales con una dosis equivalente.

3.4.2. Test de Ames

Se realizé el test de Ames para conocer la capacidad mutagénica de los complejos de oro con
PTA, ya que nos interesa que no sean mutdgenos y se espera que sirvan como agentes
anticancerigenos.

Un compuesto es mutageno cuando induce neoplasia (carcindgeno) e interacciona con el DNA.
Este test se basa en cepas que estan especialmente sintetizadas para producir una mutacién
puntual en los genes necesarios para sintetizar histidina, que permite la deteccién de mutagenos
gue actuan a través de diferentes mecanismos.

Se ha utilizado una cepa de E. coli WP2 que presenta una mutacién en el gen trpE. Esta mutacion
la convierte de auxdtrofa a triptdfano, es decir, que solo crece en medios ricos en triptdfano. El
test de Ames se basa en la capacidad mutagénica del complejo, pudiendo causar mutaciones
genéticas que provocasen la reversion en la auxotrofia de la cepa, de forma que el crecimiento
dejaria de ser dependiente del triptéfano. La capacidad mutagena sobre el DNA es aleatoria, es
decir, no se sabe sobre que regiones del DNA tendra lugar, por lo que un mayor indice de
mutagenicidad provocard una mayor probabilidad de reversion de la auxotrofia. En este test, se
considera que un compuesto es mutageno si el nimero de colonias es 2-3 veces superior al
control.
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2d)PTA] (4)

Figura 19. 1: control; 2:[Au(CL-2b)PTA] (2); 3:[Au(CL-2c)PTA] (3); 4:[Au(CL-

En el control no se observa la formacién de colonias y las gotas son debidas al agua que se ha
afiadido para hacer el control. En las imagenes correspondientes a los complejos no se observa
la aparicidon de colonias en ningln caso, lo que nos indica que ninguno es mutageno. Al no
producirse una mutacién en el DNA no se provoca una alteracidn genética en las bacterias que
permita el retorno al crecimiento en un soporte libre de triptéfano. Se concluye que no hay
crecimiento de colonias, y por tanto el nimero de colonias no es 2-3 veces superior al control,
es decir, ninguno tiene capacidad mutagénica.

Es necesario sefalar que se trata de un ensayo meramente cualitativo.

3.4.3. Marcaje y visualizacion de nucleos mediante microscopia de fluorescencia

Los complejos de PTA indicados anteriormente también han sido estudiados mediante
fluorescencia en un cultivo de células previamente marcadas. Con ello, lo que se quiere observar
es si estos compuestos inducen la muerte celular mediante apoptosis. La técnica que se utiliza
es el marcaje celular y la fluorescencia. Este método es adecuado puesto que el marcador
utilizado (Hoeschst 33342) se une al DNA y emite fluorescencia, por lo que es muy sencillo
comprobar el estado del DNA. Asi pues, las células que presenten el DNA compactado o se
encuentren en proceso de divisién serdn apoptoticas.

1 2 3 4

Figura 20. 1:control(células HelLA);2:[Au(CL-2b)PTA](2);3:[Au(CL-2c)PTA](3);4:[Au(CL-2d)PTA](4)

En la imagen control se percibe un nimero elevado de células en su estado natural de gran
tamanfio, donde el DNA no se encuentra compacto.

Las imagenes de las células HelLa en presencia de los complejos muestran apoptosis, es decir, se
inducen la muerte celular en todos los casos.

En el complejo [Au(CL-2b)PTA] (2), se aprecian diferencias en el tamafio y forma confirmando
que son células apoptdticas, aunque se observan mayor nimero de células que en los otros
complejos por lo que inducen a la apoptosis en menor proporcién. La célula mostrada del
complejo [Au(CL-2¢c)PTA] (3) esta en proceso de apoptosis debido a la activacion de las
nucleasas. Por ultimo, en la imagen de [Au(CL-2d)PTA] (4) se observan dos células de menor
tamanfio con el DNA compactado, indicando que también se encuentra en apoptosis.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Técnicas y equipos utilizados
Espectrometria de infrarrojo (IR):

El espectrofotémetro utilizado ha sido el Perkin-ElImer Spectrum FT-IR Espectrum One,
realizados en un rango de 4000 a 200 cm™. Los compuestos evaluados se encuentran en estado
solido y estado aceitoso. La muestra se coloca sobre el cristal de alto indice de refraccidn. El rayo
IR se refleja en el interior de forma que penetra a unas micras en la muestra y a continuacion
regresa al detector. Obteniéndose absorbancias correspondientes a la muestra.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN o NMR):

Esta técnica se ha empleado para protdn, fosforo y carbono. Los instrumentos utilizados han
sido el espectrofotdometro BRUKER-AV 400 (400 MHz para el *H, 162 MHz para el 3'P y 100 MHz
para el 13C) y ARX 300 (300 MHz para el *H, 121 MHz para el 3P y 75,4 MHz para el 3C). En todos
los espectros 'H la referencia para los desplazamientos (8) es el tetrametilsilano, y estos se
expresan en ppm. Las constantes de acoplamiento (J) se expresaran en Hercios (Hz). Segun la
solubilidad de los compuestos, se han utilizado como disolvente DMSO-d¢ (dimetilsulféxido
deuterado) o CDCls (cloroformo deuterado).

Espectrofotometro de absorcion molecular UV-vis:

El espectrometro utilizado ha sido el Termo Scientific, con ldmparas de Deuterio (A<325 nm) y
de Wolframio (A>325 nm), empleando cubetas de cuarzo.

4.2. Sintesis de productos y caracterizacion

Ligandos 2-Hidroxichalconas:

Se adicionan 3.32 mmol de 2-hidroxiacetofenona con 3.32
mmol de los distintos benzaldehidos para- sustituidos (para
R=0CHs 3.12 mmol) en 5 ml de etanol desgasificado con argdén
en un matraz. Se agita durante 5 minutos y se aflade 10 mmol
de hidréxido de sodio en pellets. Se deja reaccionar durante 6-
12 horas a temperatura ambiente. Se aifade HCl (10%) y se observa cémo se disuelve
adquiriendo un color anaranjado hasta llegar a precipitar un sélido amarillo a un pH =5. Se filtra

a vacio y se seca con hexano.
CL1a (R= H) = 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Sélido amarillo. Rto: 82%

1H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 12.81 (s, 1 H, OH), 7.94 (dd, J=1.5, 8.1 Hz, 1 H, H3), 7.93 y
7.66 (sistema AB, Jas= 20 Hz, 2 H, H”, HE), 7.68 y 7.45 (m, 5 H, H2*¢ y H**¥, Ph ), 7.51 (ddd, J=1.6;
7.3; 8.6 Hz, 1 H, H%); 7.04 (dd, J=0.9; 8.4 Hz, 1 H, HE), 6,95 (ddd, J=1.1; 7.3; 8.2 Hz, 1 H, H%). 2*C{'H}
-RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 193.8 (C=0), 163.6 (C-OH), 145.5 (C*), 136.4 (C°), 134.6 (C?),
130.9 (Ph), 129.7 (C3), 129.0 (Ph), 128.7 (Ph), 120.1 (C?), 120.0 (C*), 118.9 y 118.6 (C3, C°). IR(v
(ecm)): 3399 (-OH), 1637 (-C=C), 1569 (-C=0).

CL1b (R= Br) = 3-(4-bromofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona Sélido amarillo. Rto: 86%

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 12.74 (s, 1 H, OH), 7.91 (dd, J=1.6, 8.1 Hz, 1 H, H3), 7.78 y
7.59 (sistema AB, Jag= 16 Hz, 2 H, H”, HB), 7.52 y 7.46 (sistema AA’XX’, 4 H, H?"® y H3"%), 7.46 (ddd,
J=1.6; 6.0; 8.6 Hz, 1 H, H%); 6.98 (dd, J=0.9; 8.4 Hz, 1 H, H®), 6.89 (ddd, J=1.1; 7.2; 8.2 Hz, 1 H, H?).

18



13C{'H} -RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 193.5 (C=0), 163.6 (C-OH), 144.0 (C*), 136.6 (C°), 133.5
(C?), 132.3 (C¥, C¥), 129.9 (CZ, C%), 129.6 (C?), 125.3 (C¥), 120.7 (C?), 119.9 (CY), 118.9 y 118.7
(C8, C4). IR(v (cm™)): 3062 (-OH), 1640 (-C=C), 1561 (-C=0).

CL1c (R= Cl) = 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona Sélido amarillo. Rto: 72%

IH-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 12.75 (s, 1 H, OH), 7.91 (dd, J=1.2, 8.1 Hz, 1 H, H3), 7.87 y
7.63 (sistema AB, Jag= 20 Hz, 2 H, H*, HB), 7.60 y 7.41 (sistema AA’XX’, 4 H, H?"® y H**¥), 7.51 (ddd,
J=1.5; 9; 15 Hz, 1 H, H®); 7.04 (dd, J=0.9; 8.4 Hz, 1 H, H®), 6.95 (ddd, J=1.2; 9; 15 Hz, 1 H, H*).
13¢{*H} -RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 193.5 (C=0), 163.6 (C-OH), 143.9 (C*), 136.9 (C?), 136.6
(C°), 133.1 (C*), 129.8 (C?, C%¥), 129.6 (C3), 129.4 (C3, C*), 120.6 (C®), 119.9 (C'), 118.9 y 118.7
(C%, C4). IR(v (cm™)): 3060 (-OH), 1639 (-C=C), 1563 (-C=0).

CL1d (R=0CHs)->1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona Sélido amarillo. Rto: 61%

1H-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 12.94 (s, 1 H, OH), 7.93 (dd, J=1.6, 8.0 Hz, 1 H, H3), 7.91 y
7.55 (sistema AB, Jag= 16 Hz, 2 H, H*, HB), 7.64 y 6.96 (sistema AA’XX’, 4 H, H?"® y H"¥), 7.49 (ddd,
J=1.6; 7.2; 8.6 Hz, 1 H, H%); 7.03 (dd, J=0.9; 8.4 Hz, 1 H, H), 6,94 (ddd, J=1.0; 7.6; 8.2 Hz, 1 H, HY),
3.87 (s, 3 H, CHs). C{*H} -RMN (100 MHz, CDCl3): § (ppm) 193.7 (C=0), 163.5 (C-OH), 162.0 (C*),
145.4 (C%), 136.1 (C°), 130.6 (CZ, C¥), 129.5 (C?), 127.3 (C?), 120.1 (CY), 118.8 y 118.6 (C5, C%),
117.6 (C®), 114.5 (C?, C%), 79.3 (C=CH), 55.4 (OMe). IR(v (cm™)): 3026 (-OH), 1634 (-C=C), 1558
(-C=0).

2-hidroxichalconas alquiladas:

0 Se adiciona 1 mmol de chalcona con 2 mmol de carbonato de
/B & . potasio y 1,6 mmol de 1-bromo de alquinilo en 20 ml de acetona.
A Se mantiene a reflujo durante una noche. Se deja enfriar a
3 O/\\‘T Z R temperatura. amb'i,ente y se filtra en tie.rras diatotn'eas. Se
evapora la disolucidn hasta sequedad obteniendo un sdélido o un

aceite amarillo segun el sustituyente.

CL2a (R= H) = 3-fenil-1-(2-prop-2-iniloxi-fenil)-propenona. Aceite amarillo. Rto: 51%

1H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.66-7.58 (m, 3 H, H3+HA+Ph), 7.53-7.36 (m, 6H, HS, HE, Ph),
7.14—-7.10 (m, 1 H, H%), 7.09-7.04 (m, 1 H, H®), 4.80 (d, J = 2.4 Hz, 2 H, -CH,-), 2.53 (t, J = 2.4 Hz,
1 H, -C=C-H). 3C{*H} -RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 192.7 (C=0), 155.9 (C-O-), 143.5 (C*),
136.2(C?), 135.1,132.7 (C%), 130.6 (C?), 130.3 (Ph), 129.9 (C®), 128.8 y 128.5 (Ph), 121.8 (Cf), 120.9
(Ph), 113.3 (C*), 79.6 (C=C-H), 56.4 (-CH,) IR(v (cm!)): 3286 (-C=C-H), 2121 (-C=C-), 1655 (-C=C),
1599 (-C=0).

CL2b (R= Br)>3-(4-bromo-fenil)-1-(2-prop-2-iniloxi-fenil)-propenona Sélido marrén. Rto: 42%

1H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.58 (dd, J= 1.9, 7.7 Hz, 1 H, H3), 7.51-7. 25 (m, 7 H, HA, H?,
HS, H¥S', H2'6), 7.05-6.97 (m, 2 H, HS, H%), 4.71 (d, J = 2.5 Hz, 2 H, CH,), 2.46 (t, J = 2.5 Hz, 1 H,
C=C-H). 3C{*H}-RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 192.1 (C=0), 156.0 (C-0-), 141.7 (C*), 136.3 (C?),
134.0 (C¥), 132.9 (C?), 132.0 (CZ,C%), 130.7 (C3), 129.8 (C¥,C¥), 127.5 (C°), 121.8 (C*), 113.3 (CF),
78.8 (C=C-H), 56.4 (-CHa). IR(v (cm'Y)): 3224 (-C=C-H), 2114 (-C=C-), 1645 (-C=C), 1600 (-C=0).

CL2c (R=Cl) & 3-(4-cloro-fenil)-1-(2-prop-2-iniloxi-fenil)-propenona Sélido marrén. Rto: 34%
'H-RMN (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 7.66 (dd, J=1.6, 7.8 Hz, 1 H, H3), 7.52 y 7.35 (sistema AA’XX,
4H, H¥S', H¥'¢), 7.61-7.38 (m, 3 H, HA, HB, H%), 7.12-7.04 (m, 2 H, HS, H*), 4.79 (d, J=2.4 Hz, 2 H,
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CH,), 2.54 (t, J=2.4 Hz, 1 H, -C=C-H) 3C{*H} -RMN (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 192.2 (C=0), 156.0
(C-0-), 141.7 (C*), 136.1 (C?), 133.6 (C*), 132.9 (C®), 130.7 (C3), 129.6 (C%,C¥), 129.0 (C¥, C¥),
127.5 (C%), 121.8 (C%), 113.3 (C?), 78.7 (=C-H), 76.2 (C=C-H), 56.4 (-CH,) IR(v (cm™)): 3223 (-C=C-
H), 2114 (-C=C-), 1645 (-C=C), 1600 (-C=0).

CL2d (R= OCHs) = 3-(4-metoxi-fenil)-1-(2-prop-2-iniloxi-fenil)-propenona Aceite amarillo. Rto:
68%

'H-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.63 (dd, J= 1.7, 7.6 Hz, 1 H, H3), 7.61 y 7.25 (sistema AB, Jas=
16 Hz, 2 H, H*, HB), 7.56 y 6.84 (sistema AA’XX’, 4H, H?*® y H¥%), 7.47 (ddd, J=1.8; 7.4; 8.4 Hz, 1
H, H%), 7.07-7.0 (m, 2H, H®+H*%), 4.79 (d, J=2.4 Hz, 2 H, CH,), 3.85 (s, 3 H, OCHs), 2.52 (t, J=2.4 Hz,
1 H, C=C-H) BC{*H} -RMN (100 MHz, CDCls): § (ppm) 192.6 (C=0), 161.5 (C-O-), 155.8 (C*), 145.4
(C*), 136.2 (C°), 132.4 (C3), 130.4 y 130.2 (C?,C%), 124.9 (C®), 121.8 (C*), 118.7 (C°®), 114.5y 114.3
(C¥,C), 79.2 (=C-H), 77.9 (C=C-H), 56.4 (-CH,), 55.4 (OCH3). IR(v (cm™)): 3287 (-C=C-H), 2121 (-
C=C-), 1653 (-C=C), 1696 (-C=0).

Complejos oro fosfina:

Se adiciona en un matraz 1 mmol de [AuCltht] con 1 mmol de fosfina (PTA, PPhs) en 20 ml de
diclorometano. Se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Aparece un precipitado blanco
en una disolucidn transparente en el caso de PTA y una disolucién incolora en el caso de PPhs;
gue se concentra por evaporacion a vacio y precipita con hexano. Finalmente, se filtra a vacio y
se lava con hexano, obteniéndose un sélido blanco.

Complejos de Au chalcona con PTA:

o Se adicionan 0.15 mmol del derivado alquilo de la chalcona con

6
5 F 5 0.22 mmol de hidréxido de potasio en 10 ml de etanol y se deja
O O durante 10 minutos. Se adiciona 0.14 mmol de [CIAUPTA] y se deja
R

4 O/\\ 2' . .
3 N, 2 durante 6 horas agitando a temperatura ambiente. Se evapora
PN hasta sequedad y se adiciona diclorometano. Se filtra en tierras
N . ;. .
N diatomeas y se evapora hasta un volumen minimo. Se precipita

con éter y se filtra a vacio.

Complejo 1 (R= H) [Au(CL-2a)PTA] - Sdlido blanco. Rto: 72%

1H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): § (ppm) 7.82—7.74 (m, 2 H, H3+ H"), 7.63-7.42 (m, 7 H, H¥"S'+ H?' +
HS + HY + HP), 7.29-7.23 (m, 1 H, H%), 7.10-7.03 (m, 1 H, H°), 4.88 (s, 2 H, CH,), 4.51y 4.34
(sistema AB, 6 H, NCH,N), 4.25 (s, 6 H, PCH,N). 3'P{*H} -RMN (162 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) —
48.8 (s). 3C{*H} -RMN (100 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) 191.9 (C=0), 156.9 (C-O-), 142.7 (C*), 135.1
(C?), 133.6 (C?), 130.9 (Ph), 130.1 (Ph), 129.5 (Ph), 129.1 (Ph), 127.9 (C°), 121.3 (C°), 114.6 (C%),
97.5 (-C=C-), 72.3 (d, J=7.8 Hz, NCH,N), 57.9 (CH,C=C-), 51.3 (s, br NCH,P) IR (v (cm™)): 2116 (-
C=C-), 1645 (-C=C), 1595 (-C=0).

Complejo 2 (R= Br) [Au(CL-2b)PTA] = Sdlido blanco. Rto: 52%

1H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 7.78=7.75 (m, 2 H, H3 + HA), 7.67 -7.50 (m, 6 H, HB+ H¥"5+
HZ€+ H°), 7.24(m, 1 H, H®), 7.06 (ddd, J=0.8; 7.2; 14.8 Hz, 1 H, H*), 4.87 (s, 2 H, CH.), 4.53 y 4.34
(sistema AB, Jas= 16 Hz, 6 H, NCH:N), 4.26 (s, 6 H, PCH,N). 3!P{*H} -RMN (162 MHz, DMSO-d): &
(ppm) — 49.0 (s). 3C{*H} -RMN (100 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) 191.5 (C=0), 157.1 (C-0-), 141.2
(Ch), 134.5 (CY), 133.7 (C°), 132.4 y 131.0 (C¥¢ y C¥%), 130.2 (C3), 129.2 (C?), 128.3, (C?), 124.2,
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121.4 (C%, 114.7 (C®), 97.5 (-C=C-), 72.3 (d, J = 8 Hz, NCH,N), 58.2 (-CH,), 51.3 (d, J = 22.2 Hz,
NCH.P). IR(v (cm™)): 2116 (-C=C-), 1645 (-C=C), 1595 (-C=0).

Complejo 3 (R=Cl) [Au(CL-2c)PTA] = Sdlido blanco. Rto: 48%

'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 7.76=7.57 (m, 5 H, H3+ sistema AB + H?'¢),7.51-7.43 (m,
1 H, HY), 7.40-7.34 (m, sistema AA’XX’, 2 H, H3'5), 7.13 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, HS), 7.07— 7.04 (m, 1 H,
H%), 4.89 (s, 2 H, CH,), 4.54 y 4.44 (sistema AB, Jas= 12 Hz, 6 H, NCH,N), 4.21 (s, 6 H, PCH;N).
31p{1H} -RMN (162 MHz, DMSO-ds): § (ppm) — 48.68 (s). *C{*H} -RMN (100 MHz, DMSO-ds): 5
(ppm) 191.5 (C=0), 157.3 (-C-O-), 140.6 (C*), 135.3 (C?), 133.4 (C%), 130.9 (C3), 130.1y 128.9
(C** ,c?7%), 128.0 (CB), 121.2 (C*, 113.4 (C®), 73.1 (d, J= 7.4 Hz, NCH;N), 57.7 (CH,-), 52.2 (d,
J=20 Hz,NCH.P). IR(v (cm!)): 2116 (-C=C-), 1645 (-C=C), 1595 (-C=0).

Complejo 4 (R= OCHs) [Au(CL-2d)PTA] = Sélido blanco. Rto: 57%

1H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) 7.77-7.22 (m, 5 H, Ho+ HA+ HB+ H3+ HS), 7.73 y 7.01
(sistema AA’XX’, 4 H, H3*'+ H?'?), 7.09-7.04 (m, 1 H, H*), 4.86 (s, 2 H, CH,), 4.89y 4.34 (sistema
AB, 6 H, NCH;N), 4.22 (s, 6 H, PCH,N), 3.82 (s, 3 H, OCHs). 3:P{*H} -RMN (162 MHz, DMSO-d¢): &
(ppm) — 48.31 (s). 3C{*H} -RMN (100 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) 192.0 (C=0), 161.6 (C-0-), 156.7
(C*), 142.9 (C%), 133.1 (C), 131.0 (C2¥), 130.0 (C?), 129.8, 127.7, 125.2 (C®), 121.3 (C%), 115.1
(C¥, C%), 114.5 (C®), 97.6 (-C=C-), 72.3 (NCH;N), 57.9 (-CH,), 55.8 (-OCHs), 51.7 (NCH,P). IR(v (cm"
1)): 2116 (-C=C-), 1646 (-C=C), 1595 (-C=0).

Complejos de oro chalcona con PPhs:

Q ‘ Se adiciona 0.15 mmol del derivado alquinilo de la chalcona con

5 7 5 0.75 mmol de carbonato de cesio en 10 ml de diclorometano y se

O O ; deja durante 10 minutos. Se adiciona 0.14 mmol de [CIAUPTA] y se

S (S deja durante 6 horas agitando a temperatura ambiente. Se

Np evapora hasta un volumen minimo. Se precipita con éter y se filtra
©/ C) a vacio, obteniéndose un sélido amarillento.

Complejo 5 (R= H) [Au(CL-2a)PPh;] = Sélido amarillo claro. Rto: 30%

o
3 0N Z

'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 7.81-7.79 (m, 2 H, H3, H*), 7.63-7.26 (m, 22 H, H>*'+
H?'¢+ H>+ H¥+ H3+ PPhs), 7.23-7.15 (m, 1 H, H®), 7.10- 7.u5 (m, 1 H, H*), 4.95 (s, 2 H, CH,) 3'P{*H}
-RMN (162 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 41.50 (s). IR(v (cm™)): 2137 (-C=C-), 1655 (-C=C), 1600 (-
C=0).

Complejo 6 (R= Br) [Au(CL-2b)PPh;] (R= Br) = Sélido amarillo claro. Rto: 35%

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) 7.80-7.75 (m, 2 H, H3+ H*), 7.68-7.44 (m, 22 H, H¥~'+
HZ5+ H>+ H¥+ H®+ PPhs), 7.33-7.28 (m, 1 H, H®), 7.11-7.05 (m, 1 H, H*), 4.95 (s, 2 H, CH,). 3'P{*H}
-RMN (162 MHz, DMSO-d¢): 6 (ppm) 41.33 (s). IR(v (em™)): 2140 (-C=C-), 1649 (-C=C), 1600 (-
Cc=0).

Derivados Au carbeno:

Se afiaden 0.6 mmol de la sal de imidazolio con 0.6 mmol de [AuCltht] durante
15 minutos en 20 ml de diclorometano obteniéndose un precipitado blanco al
[:%AUCI que se le adicionan 4 mmol de carbonato de potasio. Se deja durante una hora a
temperatura ambiente obteniéndose un sélido blanco. Se filtra en tierras
diatomeas y se evaporan las aguas madres obteniendo un precipitado blanco.
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Carbeno complejos de oro:

Se adicionan 0.15 mmol del derivado alquino de la chalcona con 0.22

o)
6 6'
SO - 5 mmol de hidréxido de potasio en 10 ml de etanol y se deja durante 10
4 H o R

: minutos. Se adicionan 0.14 mmol de [AuClIPr] y se deja durante 6 horas
\
Au

z

agitando a temperatura ambiente. Se evapora hasta sequedad y se
$ adiciona diclorometano. Se filtra en tierras diatomeas y se evapora
4

hasta un volumen minimo. Se precipita con hexano y se filtra a vacio.

Complejo 7 (R= H) [Au(CL-2a)IPr] = Sélido amarillo claro. Rto: 51%

1H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.55 (dd, J= 1.8, 7.6 Hz, 1 H, H3), 7.51-7.08 (m, 14 H, sistema
AB HA HB+ H¥5'+ HZ6 H¥,, H5, IPr), 7.03 (s, 2 H, Im), 6.89 (ddd, J = 8.1; 7.2 ;0.9 Hz, 1H, H%),, 4.78
(s, 2 H, CHa), 2.47 (sept, ) = 6.9 Hz, 4 H, CHMe3), 1.21y 1.11 (d, J = 6.9 Hz, 24 H, CHMe,). 3C{*H}
-RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 190.3 (C=0), 157.5 (C-0), 145.5 (C?), 142.1 (C*), 135.5, 134.1,
132.7 (Ph), 130.5 (Ph), 130.2 (Ph), 129.7 (Ph), 128.7 (C3), 128.5 (Ph), 127.5 (Ph), 126.8 (Ph), 124.1
(2C, Im), 120.7 (C%), 114.7, 97.4 (-C=C-), 58.4 (-CH,C=C-), 28.8 (CH, IPr), 24.5y 24.0 (CHs, IPr). IR(v
(em™)): 2137 (-C=C-), 1661 (-C=C), 1597 (-C=0).

Complejo 8 (R= Br) [Au(CL-2b)IPr] = Sélido blanco. Rto: 43%

H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.62 (dd, J= 1.9, 7.6 Hz, 1 H, H?), 7.58-7.16 (m, 14 H, HA, H¥'S,
HZ'§ H*, H¥, HB, HS, IPr), 7.10 (s, 2 H, Imidazol), 7.00-6.93 (m, 1 H, H%), 4.79 (s, 2 H, CH,), 2.53
(sept, 4 H, CHMe,), 1.26 y 1.18 (d, J = 6.8 Hz, 24 H, CHMe,). 3C{*H} -RMN (100 MHz, CDCl3): &
(ppm) 192.0 (C=0), 145.5 (C?), 140.5 (C*), 132.9 (C%), 130.5 (C?,C°), 130.3 (C°), 124.1 (CB), 120.8
(C%), 114.7 (C), 97.3 (-C=C-), 58.2 (-CH,C=C-), 28.8 (CH, IPr), 24.5 y 24.0 (CHs, IPr). IR(v (cm})):
2136 (-C=C-), 1664 (-C=C), 1586 (-C=0).

Complejo 9 (R= Cl) [Au(CL-2c)IPr] = Sdlido blanco. Rto: 46%

'H-RMN (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 7.62 (dd, J= 1.9, 7.6 Hz, 1 H, H3), 7.54-7.12 (m, 14 H, sistema
AB H” H3+ H3>'+ H¥'®+H®+ H>+ IPr), 7.10 (s, 2 H, Im), 7.00-6.94 (m, 1 H, H%), 4.79 (s, 2 H, CH,),
2.53 (sept, ) = 6.8 Hz, 4 H, CHMe;), 1.26 y 1.18 (d, J = 6.8 Hz, 24 H, CHMe,). **C{*H} -RMN (100
MHz, CDCl3): 6 (ppm) 192.4 (C=0), 145.5 (C?), 140.5 (C*), 133.9, 132.7 (Ph), 130.3 (Ph), 129.7 y
130.5 (C***" y %), 128.9 (Ph), 127.9 (Ph), 124.1 (Im), 123.2 (Ph) 120.8 (C°), 114.6 (Ph), 97.3 (-
C=C-), 58.3 (-CH,C=C-), 28.7 (CH, IPr), 24.5 y 24.0 (CHs, IPr). IR(v (cm™)): 2111 (-C=C-), 1683 (-
C=C), 1562 (-C=0).

Complejo 10 (R= OCH;s) [Au(CL-2d)IPr] = Sélido ennegrecido. Rto: 34%

'H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) 7.62 (dd, J=1.7, 7.6 Hz, 1 H, H3), 7.58-7.17 (m, 14 H, sistema
AB HA HB, H3*+ H?'®+ H* + H+ IPr), 7.10 (s, 2 H, Imidazol), 7.00-6.94 (m, 1 H, H®), 4.79 (s, 2 H,
CH,), 2.54 (sept, 4 H, CHMe>), 1.28 y 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 24 H, CHMe,). IR(v (cm™)): 2163 (-C=C-
), 1635 (-C=C), 1596 (-C=0).

4.3. Estudio fisico- quimico
4.3.1. Preparacion de las disoluciones para la medida de log D74

Se preparan las disoluciones de octanol y agua:
- Disolucién acuosa: se adicionan 100 ml de agua destilada que contiene PBS, tampdn
fosfato (10 uM) y cloruro de sodio (0.15 uM), ajustando a un pH de 7.4.
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- Disolucién octanol: 100 ml de octanol.
Se dejan agitando durante 72 horas en un matraz para saturar ambas fases. Se centrifugan y se
separan las fases.
Para el estudio de los compuestos, se mezcla 1 mg del compuesto con 4 ml de fase organicay 4
ml de fase acuosa. Se agitan en el bafio de ultrasonidos durante 10 minutos y se centrifugan
para separar ambas fases. Se realiza el espectro de absorbancia en el espectrofotometro de UV
de cada una de las fases.

4.3.2. Preparacion de las disoluciones para las medidas de estabilidad

Se preparan disoluciones de los compuestos en DMSO de concentracién 10-20 mM, procurando
que queden bien disueltas. A partir de esta se prepara una disolucién 10* M en PBS. Se adicionan
50 ul de la disolucidn preparada y se enrasa con 10 ml de PBS, realizando la primera medida.
Posteriormente se incuban en un bafio a 37 ° y se repiten las medidas a diferentes intervalos de
tiempo durante 24 horas. El barrido de longitudes de onda se realiza entre 200 y 800 nm.

4.4, Estudio biolégico
4.4.1. Ensayo MTT

Se preparan 5 tubos eppendorf de cada compuesto, con una cantidad determinada de DMEM
completo (DMEM + 5% suero fetalbovino +1mMGIn + Penicilina/Estreptomicina) y del
compuesto.

En cada tubo hay 500 pl de medio de cultivo. Se adiciona 20 ul de una disoluciéon de 5 mM de
cada compuesto al primer tubo. De ese tubo adicionan 500 pl al siguiente tubo, repitiendo este
proceso con cada tubo. De forma que se obtienen distintas concentraciones de cada compuesto
100, 50, 25, 12.5y 6.25 uM con 500 plL de medio de cultivo.

Se afiade en cada pocillo 100 pL de disolucion de los compuestos donde habia previamente 100
uL de células, reduciéndose la concentracion del compuesto a la mitad.

Una fila de las filas se reserva para el control, donde habra medio de cultivo y otra para el blanco,
donde se adiciona 200 pL de DMEM completo. Se dejan las placas durante 24 h incubando a 37°.
Se afiaden 10 pl de MTT de concentracién 5 mg/ml y se deja incubar durante dos horas. Se
elimina el medio de cultivo por inversion sobre un papel y se adicionan 100 pl de DMSO. Se
agitan 1minutoslasplacasysemidelaabsorbancia a 550 nm en un lector de placas.

4.4.2. Test de Ames

Se toma 1 ml de cultivo de E. coli WP2 crecido en LB y se centrifuga durante un minuto. Se
desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 ml de suero fisioldgico estéril. Se toma
500 pl de cultivo de E. coli WP2 crecido en LB y se centrifuga durante 1 min a 10000 rpm. Se
desecha el sobrenadante y se resuspender el pellet en 500 pul de suero fisiolégico (PBS) estéril.

En 3 tubos eppendorf estériles, se adicionan 100 ul del cultivo de E. coli WP2 lavado en el paso.
En uno de ellos, se afiade 100 pl de agua estéril como control y en otro 100 pl de MMS como
control positivo y en el dltimo 100 ul del compuesto. Se vierte sobre las placa el contenido del
eppendorf compuesto por el cultivo de E.coli y el compuesto y 2 ml de agar blando minimo
suplementado con triptéfano (0,05 mM), precalentado a 452C. Se deja distribuir el agar blando
uniformemente, dejando solidificar sin voltear la placa. Se incuba las placas a 372C durante 48
h. Tras este tiempo se procede a realizar el contaje de colonias.
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4.4.3. Marcaje y visualizacion de nicleos mediante fluorescencia

El ensayo se realiza en una placa de seis pocillos en la que hay un cubreobjetos sobre el que se han
sembrado célulasadherentes de Hela. Através delosresultados obtenidos enelensayoMTTsedecide
afiadirunvolumendecompuestoalpocilloigualal,2 pl (paraafiadirunaconcentracionde5uMen3
ml a partir de una disoluciéon de 5 mM). Se deja incubar 24 horas. Se afladen a los pocillos 3 ul de
Hoeschst 33342 (2 mg/ml)yseesperan 15 minutos. Se recupera el cubre con la ayuda de pinzasy se
deja secando sobre papel de filtro. Se cogen dos portas y se identifica el compuesto que sevaa
poner en cada lugar. Posteriormente, se afiade una gota (40 ul) de Fluoromount-G en el portaobjetos,
esta sustancia evita el quenching. Una vez eliminado el exceso de liquido, se sitdan los
cubreobjetos sobre las gotas del portaobjetos de forma que las células queden en contacto con la
gota. Se dejan incubar a temperatura ambiente durante una hora. Se observan las células en el
microscopio de fluorescencia.

5. CONCLUSIONES

1. Hemos puesto a punto un procedimiento para la sintesis de 2-hidroxi-chalconas y
chalconas alquiladas con bromuro de propargilo para una variedad de sustituyentes. El
empleo de las diversas técnicas espectroscdpicas tales como espectroscopia IR y
espectroscopia RMN que incluye experimentos mono y bidimensionales, nos ha
permitido realizar una completa caracterizacion de ambas familias de ligandos.

2. Ladesprotonacion de la unidad alquino de las chalconas alquiladas y posterior reaccién
con derivados de oro(l) ha dado lugar a la preparacién de 10 nuevos complejos metadlicos
al producirse la coordinacién de unidades oro-fosfina y oro-carbeno al carbono del
alquino terminal. La adecuada eleccion del medio basico ha permitido en el caso de los
complejos con AuPPhs; evitar la presencia de mezclas de productos debido a un probable
equilibrio entre productos de partida y productos finales.

3. En todos los complejos se ha demostrado mediante el coeficiente de reparto que
presentan un caracter lipofilico adecuado para realizar ensayos in vitro sobre células
cancerosas.

4. Todos los complejos se pueden considerar relativamente estables en condiciones
fisioldgicas tras su incubacion a 37 °C durante 24 h. Los complejos de carbeno parecen
mas estables que los de PTA ya que en los espectros de visible-UV de estos se produce
la desaparicién de alguna banda en las primeras horas apuntando que hay reactividad
en disolucién acuosa.

5. Sehaestudiado la citotoxidad respecto a células HelLa de los complejos de PTA mediante
un ensayo MTT, obteniéndose resultados prometedores. Ademas, dichos complejos son
capaces de inducir la muerte celular por apoptosis, sin producir efectos mutagénicos
sobre sobre el DNA.
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