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1.1 INTRODUCCION

1.1.1 ENFERMEDADES TROPICALES DESATENDIDAS

Las enfermedades catalogadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
enfermedades tropicales desatendidas (NTDs: Neglected Tropical Diseases) impactan
en la vida de millones de personas en todo el mundo y amenazan la salud de muchos
otros millones. Las NTDs afectan a mas de mil millones de personas (una sexta parte
de la poblacion mundial) y tienen un costo econdmico de mas de un billén de ddlares
al afio [1].

Casi el 100 % de estas enfermedades abarcan estrictamente a la regiéon americana,
pero también han sido encontrados casos en Europa y otras partes del mundo debido
a la inmigracién internacional y la globalizacién del capital humano de trabajo. En su
mayoria, estas enfermedades debilitan a las poblaciones empobrecidas; la falta de
conocimiento sobre estas enfermedades entre la comunidad y los gobiernos, asi como
el impacto sanitario y socioecondmico acumulativo se encuentra poco cuantificado y
entendido. Usualmente no se ven como problemas de salud publica por el sector
sanitario ya que no representan una emergencia epidemioldgica en la mayoria de los
Casos.

El descubrimiento de farmacos para combatir las NTDs todavia es escaso. Durante
anos los bajos rendimientos de las inversiones en esta temdatica han desalentado a las
compaiiias farmacéuticas para llevar adelante proyectos de investigacion dedicados al
descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de las NTDs. Sin embargo,
actualmente la evaluacién de su impacto en la salud publica y la economia ha
convencido a los gobiernos, la industria farmacéutica y otros organismos, incluidas las
organizaciones no gubernamentales de invertir en la prevencion y el control de este
grupo diverso de enfermedades.

Las enfermedades tropicales abarcan todas las enfermedades que se producen
Unicamente, o principalmente en los trépicos. En la practica, el término se toma a
menudo para referirse a las enfermedades infecciosas que prosperan en ambientes
calidos y humedos. Estas enfermedades contribuyen a las “trampas de pobreza”, en la

cuales los individuos afectados ya se encuentran en situacién de pobreza (tanto en



areas rurales como urbanas). Una vez infectados, éstos presentan una capacidad fisica
y energia vital reducida resultando en un impedimento mas para que, en el caso de los
adultos, puedan desempefiar su capacidad laboral, asi como en el caso de los menores
de edad, poder asistir a clases o completar sus estudios. Las familias con individuos
infectados pueden ver a un adulto joven morir repentinamente en la primera etapa de
sus afos econdmicamente productivos, y de esa manera la familia pierde un ingreso
fundamental, pasando a engrosar los cinturones de pobreza de la sociedad.

La organizacion panamericana de la salud (PAHO) y la OMS listan como enfermedades
tropicales desatendidas a las siguientes, entre otras [1]:

Ulcera de Buruli

- enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana)
- enfermedad del suefio (Tripanosomiasis africana humana)
- cisticercosis

- dengue/dengue hemorragico

- dracunculosis (enfermedad del gusano de Guinea)

- equinococosis

- fascioliasis

- leishmaniasis

- lepra

- filariasis linfatica

- oncocercosis

- rabia

- esquistosomiasis

- helmintiasis

- tracoma

En este listado es posible reconocer una serie de enfermedades parasitarias e
infecciosas. Este tipo de enfermedades son de especial interés debido a su alta
incidencia en el global de las enfermedades a nivel mundial (Figura 1) y a su incidencia
en las poblaciones de mas bajos recursos como son las de la regidn latinoamericana

(Figura 2).
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Figura 1: Incidencia de diferentes enfermedades indicando diferencias por sexo.
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Figura 2: Incidencia de las enfermedades infecciosas y parasitarias en diferentes regiones.

Entre las NTDs, hay un grupo de enfermedades, cuyo agente etioldgico pertenece a la
familia taxondmica Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, que son responsables de
las infecciones parasitarias concentradas en las regiones mas pobres del planeta,
principalmente en las zonas rurales. En particular, los tripanosomas son responsables

de la Enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana), y la enfermedad del suefio



en Africa (Tripanosomiasis africana humana), mientras que Leishmania spp es
responsable de infecciones cutdneas y viscerales de naturaleza endémica en 88 paises
en el norte de Africa, el sur de Asia, y América Latina. Tanto la enfermedad de Chagas

como la leishmaniasis afectan de forma singular a la regién latinoamericana (Figura 3).
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Figura 3: Regiones afectadas por las enfermedades producidas por protozoarios tripanosomatidos.

Debido a su presencia en paises de bajo ingreso medio, la tripanosomiasis y la
leishmaniasis no son adecuadamente atendidas por la sociedad occidental, a pesar de
gue la enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio y la leishmaniasis visceral son
las tres NTDs con las tasas mas altas de muerte. Por estas razones, la OMS las

caracteriza como las mas desafiantes de las NTDs [1,2].

1.2 ENFERMEDAD DE CHAGAS

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas debe su nombre al cientifico
brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, quién describié por primera vez la

enfermedad en 1909 (Figura 4) [3].



Figura 4: Dr. Carlos Chagas (1879-1934).

Es una enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) transmitido al humano a través del vector triatomino,
comunmente denominado, “vinchuca”. Es una endemia parasitaria que se presenta
principalmente en América Latina, distribuida desde el sur de Méjico hasta Argentina y
Chile (Figura 3), causando importantes pérdidas tanto materiales como humanas [1-3].
Como ya fue mencionado anteriormente, el riesgo de infeccidén con la enfermedad de
Chagas esta directamente relacionado con la pobreza: la vivienda rural pobre
latinoamericana (paredes de barro, techos de paja, tablas de madera), asi como la
presencia de gallineros y chiqueros, proporciona con frecuencia un habitat apropiado

para los insectos que transmiten la enfermedad.

1.2.1 DISTRIBUCION

Los origenes y la distribucion de esta enfermedad datan desde épocas precolombinas,
pues se han encontrado indicios de la presencia de T. cruzi en momias de mas de 4000
anos de antigliedad; no obstante, se cree que la asociacion T. cruzi-triatominos-seres
humanos se originé 2000 afios a.C.

Segun los datos relevados por la OPS y la OMS se estima que entre 6 y 8 millones de
personas estan infectadas con T. cruzi [1-3] con aproximadamente 50.000 nuevos
casos anualmente donde 12.500 personas mueren al afno, principalmente en América
Latina donde esta enfermedad es endémica. Se estima que el 13% de la poblacion

latinoamericana esta en condiciones de riesgo de adquirir la enfermedad de Chagas



cardiaca, mientras que un 40-60% de éstos presentaran cardiopatia chagdsica y un 5-
35% tendra megaeséfago y/o megacolon [1-3].

Si bien la enfermedad puede ser detectada en gran parte del continente americano, es
mas frecuente en 21 paises de América del Sur y Central (Figura 5) y en la actualidad
hay un total de 13 paises considerados endémicos de esta parasitosis.

Es importante destacar que esta enfermedad, que originalmente se confind casi
exclusivamente a América Latina, ahora se ha extendido a otros continentes debido a
la emigracién de personas infectadas y a la ausencia en los paises receptores de
controles en los bancos de sangre y de dérganos y a la transmision vertical. En
particular, en las ultimas décadas se ha detectado un niumero creciente de casos en los
Estados Unidos de América, Canada, muchos paises de Europa y algunos paises del

Pacifico Occidental.
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Figura 5: Distribucion de la enfermedad de Chagas.

1.2.2 EL PARASITO Y TRANSMISION

El pardsito monoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es el agente etiolégico de la
enfermedad de Chagas. Como fue mencionado previamente, la enfermedad es
transmitida al hombre y a otros huéspedes mamiferos por insectos hematéfagos de la

subfamilia Triatominae, conocidos vulgarmente como “vinchucas”.



Existen 140 especies de triatominos; sin embargo, cada region posee vectores
principales de la enfermedad [4]. En el Cono Sur, el principal vector es el Triatoma

infestans (Figura 6), responsable del 85% de los casos (transmision vectorial) [1,2,5,6].

Figura 6: Insecto vector: Triatoma infestans.

En Centroamérica, la especie predominante es Rhodnius prolixus y el Triatoma
dimidiata se encuentra diseminado desde el centro de México hasta Panamj,
registrandose también focos en partes de Colombia, Venezuela, Ecuador y el norte de
Peru [1-3].

El T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo, que involucra estadios proliferativos tanto
en el vector (epimastigotas) como en el huésped vertebrado (amastigotas), y estadios

infecciosos, no-proliferativos (tripomastigotas) presentes también en ambos (Figura 7)

[7].
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Figura 7: Ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi.

La etapa en el huésped vertebrado (hombre o animal) se inicia con los parasitos
(tripomastigotas metaciclicos), evacuados en las heces del insecto vector durante su
picadura. Estas heces contaminadas pueden entrar al organismo a través de la herida,
otras areas de la piel lesionada o a través de las membranas mucosas, incluyendo la
conjuntiva o la mucosa oral/digestiva, y asi ocurre la transmisiéon vectorial. Los
parasitos ingresan al organismo cuando la persona instintivamente frota la picadura,
los ojos, la boca, o cualquier lesidn en la piel. Una vez ingresados, invaden las células
del huésped y pierden su flagelo convirtiéndose en la forma amastigota bajo la que se
reproducen por division binaria hasta que terminan por destruir la célula que las
alberga. Los amastigotas son liberados al torrente sanguineo transformandose
nuevamente en tripomastigotas. Estos tripomastigotas circulantes pueden invadir
otras células y el proceso puede repetirse varias veces.

El ciclo en el invertebrado comienza cuando la vinchuca succiona la sangre de un
hombre o animal infectado. Los tripomastigotas sanguineos pasan al tubo digestivo del
insecto y alli se transforman en epimastigotas. Se multiplican aumentando

extraordinariamente su numero y llegan finalmente al recto donde se transforman en
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tripomastigotas metaciclicos (forma infectiva) y son evacuados con las deyecciones del
insecto. Las formas metaciclicas atraviesan las mucosas del huésped a través de las
heridas dejadas por la picadura, recomenzando el ciclo [6].
Existe un ciclo doméstico que se cumple entre triatominos domiciliarios, como el
Triatoma infestans, y el hombre, perro o gato y un ciclo silvestre entre triatominos
silvestres como Triatoma rubrovaria y animales también silvestres como zorros,
comadrejas, armadillos entre otros.
Ademas de la transmisidn vectorial mencionada, la enfermedad puede transmitirse al
hombre por otras dos vias alternativas [8,9]:

- Transmisién transfusional (5-20%): a través de la utilizacion de sangre infectada

o derivados. Es la forma de transmisidn mas comun en zonas urbanas.

- Transmisidn congénita (0,5-8%): de la madre al hijo en gestacién.
Otros medios de transmisidon secundaria incluyen la contaminacion en el trabajo con
animales asi como la transmisién accidental en el trabajo de laboratorio y el trasplante
de organos [1]. El nivel de contaminacidon en bancos de sangre en América Central y
América del Sur supera a la del SIDA o la hepatitis, y cabe destacar que la trasmision de
la enfermedad de Chagas por via oral a través de alimentos mal cocidos que contengan

heces de un insecto infectado, esta teniendo una importancia creciente [10].

1.2.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Diagndstico

El diagndstico de la enfermedad de Chagas puede dividirse en pruebas o métodos
directos e indirectos. Con las pruebas directas se busca detectar la presencia del
pardsito en sangre; entre éstas pueden mencionarse: el xenodiagndstico es un método
muy sensible y especifico en la fase aguda y con menor alcance en la fase crdnica
(poco usado en la actualidad); el microhematocrito es altamente sensible y especifico y
posee una sensibilidad de aproximadamente 95%; el hemocultivo tiene una
sensibilidad de 40% y requiere un periodo largo para detectar la presencia de parasitos

[11].
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Por su parte, con los métodos indirectos se detecta la presencia de anticuerpos.
Actualmente se utilizan la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el ELISA de parasitos
totales o recombinantes, con sensibilidades y especificidades proximas a 100%, asi
como la aglutinacién directa y la hemoaglutinacién indirecta con muy bajas
sensibilidades. Si bien la técnica de PCR aun no se utiliza como técnica de diagnodstico a
escala, esta técnica detecta bajas cantidades de parasitos en sangre y tejidos, por lo
cual posee una sensibilidad mayor que todas las pruebas previamente mencionadas

[11].

Sintomas y signos

Usualmente los sintomas generales de la enfermedad de Chagas se presentan como
signos caracteristicos de la enfermedad pero simultdneamente con ellos pueden
presentarse manifestaciones clinicas generales, tal cual sucede por ejemplo con la
fiebre. La presencia, variedad e intensidad de los mismos varia significativamente de
un enfermo a otro. La mayoria de los casos presentan muy escasa sintomatologia
especifica, todo lo cual explica las dificultades diagndsticas y la existencia de la enorme
cantidad de casos que pasan inadvertidos [1-3].

La enfermedad de Chagas en el hombre presenta dos fases: una fase aguda y una fase
cronica.

La fase aguda inicial, se desarrolla inmediatamente después de la infeccidn. Se observa
una pequefia llaga en la zona de la picadura. Luego de un periodo de incubacién, que
puede llevar de 5 a 7 dias (aceptandose que en algunos casos pueda llegar a 10 o0 12
dias) comienza la etapa aguda de la enfermedad que dura alrededor de dos meses [1-
3]. Durante esta fase, un gran niumero de parasitos circulan en la sangre. La mayoria de
las veces esta fase es asintomdtica, pero dependiendo del sitio de la inoculacidn, el
primer signo puede ser un chancro en la piel (chagoma) o edema orbital unilateral
morado (signo de Romafia) con linfoadenopatias locales y fiebre durante varias
semanas. Puede estar acompafiado, entre otros, por dolor de cabeza, palidez, mialgias,
disnea, edema de miembros inferiores o en la cara, dolor abdominal, tos,
hepatomegalia, exantema, nédulos dolorosos, esplenomegalia, edema generalizado,

diarrea, linfoadenopatias multiples, miocarditis (dolor en el pecho, insuficiencia
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cardiaca) y mas raramente meningoencefalitis (convulsiones, paralisis). La morbilidad
puede ser mayor en ninos menores de cinco afios, ancianos, inmunodeprimidos o en
los casos de indculos con alto contenido del parasito, tal como se ve en los casos de
transmisién oral por alimentos contaminados.

Luego de la fase aguda existe un largo periodo entre 10 y 30 anos, en el cual se
encuentran la mayor parte de los pacientes infectados (aproximadamente el 70%). Es
la denominada fase cronica. Esta fase, con parasitos ocultos en los tejidos - en especial

el corazdn y el musculo liso digestivo- tiene diferentes formas clinicas posibles:

a) asintomdtica (forma indeterminada), con mas frecuencia en el inicio de la fase

crénica y de duracion de por vida en la mayoria de los pacientes;

b) forma cardiaca, ocurre en hasta el 30% de los pacientes. Una vez constituida la
miocardiopatia crdnica chagasica se exterioriza por insuficiencia cardiaca,
arritmias y tromboembolismo, manifestaciones clinicas que tienen la
posibilidad de producir incapacidad fisica y muerte del paciente [1-3]. Este tipo

de miocardiopatia chagasica no se ve en Uruguay desde hace casi 30 afios [12].

c) forma con lesiones digestivas (megaesdfago y megacolon) o formas mixtas
(cardiaco mas digestivo) que se observa en un 10% de los pacientes [1-3]. Si
bien el megaeséfago o megacolon es una alteracién que puede corresponder a
otras enfermedades, en las zonas donde la enfermedad de Chagas es endémica
su prevalencia es mucho mayor. No obstante la frecuencia con la que se
observa esta patologia es mucho menor que la de la cardiopatia chagasica [1-

3].

1.2.4 IMPORTANCIA MEDICA Y SOCIAL

Estudios de la Organizacién Mundial de la Salud indican que la morbilidad y mortalidad
asociadas a la enfermedad de Chagas son un orden de magnitud mayores que las
correspondientes a otras enfermedades parasitarias como malaria, esquistosomiasis o

leishmaniasis [2,13]. El costo social y econdmico que trae aparejado esta enfermedad
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es significativo. En las Ameéricas, los cuidados médicos de los pacientes con

enfermedad de Chagas crénica podrian ser de alrededor de 267 millones de ddlares

por afo, a pesar de que la mayoria de enfermos no recibe los cuidados adecuados. La

disminucion en la expectativa de vida, la incapacidad laboral y los gastos en atencién

médica y en programas de control se suman a una carga ya dificil de afrontar, sobre

todo para los paises subdesarrollados [2].

La enfermedad de Chagas deberia ser considerada de importancia en salud publica

debido a su magnitud y trascendencia [14].

La magnitud puede ser medida por:

Amplia distribucion, tal como se demuestra en la Figura 5.

Transmisidon domiciliar desde el sur de Estados Unidos de América hasta la
provincia de Chubut en Argentina.

Capacidad de ir mas alla de los limites establecidos en la geografia.

Gran cantidad de infectados: 6 a 8 millones de portadores de la infeccion y 25 a

90 millones expuestos al riesgo (Figura 5).

La trascendencia se observa en:

Los dafios clinicos que sufren los pacientes.

El tratamiento comprobadamente ineficaz, con excepciéon de infecciones
recientes.

La letalidad elevada en la fase crénica (15.000 ébitos en la ultima década).

Su caracteristica incapacitante, generalmente en la edad mas productiva del
paciente.

Las pérdidas por enfermedad, que alcanzan 2,6 millones de afios de vida
perdidos por incapacidad.

Su vulnerabilidad al control.

1.2.5 CONTROL Y PREVENCION

Toda posibilidad de prevencién de la enfermedad de Chagas, de cardcter primario,

estd dirigida a los vectores, que representan el Unico eslabdén vulnerable en la cadena

de transmision de la enfermedad. Lo que se puede pretender, de forma concreta, es
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reducir las oportunidades de contacto entre el hombre y el vector infectado o, en
algunos casos, impedir que este contacto ocurra.
Las principales formas de prevenir la transmisién vectorial son dos: a través del control
guimico de las poblaciones domiciliadas de triatominos, mediante el empleo regular y
sistematizado de insecticidas de accidn residual en areas contiguas y progresivamente
crecientes. Esta medida de proteccién especifica puede tener un empleo prolongado,
en funcién de los costos relativamente reducidos y los resultados inmediatos.
La otra medida, el control fisico, se basa en la mejoria y reestructura habitacional, o la
sustitucion de casas como suele ser habitual, presentando otro alcance que no es
exclusivamente el control de la enfermedad de Chagas. Este control tiene un caracter
promocional, no siendo simplemente sanitario, sino que también de calidad de vida,
en general, de las poblaciones en riesgo [1-3].
En 1991 los ministros de salud de los paises de América del Sur “Cono Sur” (Brasil,
Chile Uruguay, Paraguay, Argentina y Bolivia) pusieron en marcha una iniciativa para
eliminar el insecto vector de la enfermedad y asi evitar la transmisidén vectorial de la
misma en esos paises (programa INCOSUR-OMS). A partir de esa iniciativa, la situacion
en el Cono Sur tuvo la siguiente evolucién [1-3]:
- 1997 — Uruguay. Interrupcion de la transmision vectorial de T. cruzi.
- 1999 — Chile. Interrupcidn de la transmision vectorial de T. cruzi.
- 2001 — Argentina. Interrupcién de la transmisidén vectorial en cinco provincias:
Jujuy, Neuguén, Rio Negro, La Pampa, Entre Rios.
- 2002 - Paraguay. Interrupcién de la transmision vectorial de T. cruzi por
Triatoma infestans en el Departamento de Amambay.
- 2007 — Brasil. Interrupcion de la transmision vectorial de T. cruzi por Triatoma
infestans.
- 2013 - Uruguay. Eliminacion del Triatoma infestans como problema de salud
publica.

- Bolivia presenta transmision activa en todo su territorio.

Ademas del éxito en la interrupcién de la transmisidon vectorial en vastas extensiones
de América, se han dado mejoras en la calidad de vida y estabilidad social en algunas

regiones rurales, ha habido un cambio en torno a la percepcion de la enfermedad, una
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disminucion de los casos congénitos y agudos y una mayor afluencia de pacientes a las
consultas.

Sin embargo, aun persisten debilidades, como que la transmisidén sigue ocurriendo en
varios paises, e incluso podria estar aumentando en algunas partes de Argentina,
Venezuela, y en partes de la regién amazdnica [2]. En Peru, Colombia y Costa Rica aun
no tienen un programa nacional para el control de los vectores de la enfermedad de
Chagas y los programas para el cribado de donantes de sangre siguen estando muy por
debajo de las metas en Bolivia, Ecuador, Peru, Costa Rica y México [2].

Ademads, en otros estudios se ha estimado que de un total de 6 millones de
inmigrantes indocumentados, varios miles podrian estar infectados con T. cruzi, por lo
qgue los paises no endémicos que reciben estos inmigrantes deberian establecer claras
politicas en el control de sangre, el trasplante de érganos y la implementacion de un
sistema de prevencién de Chagas congénito [15].

En Uruguay, la enfermedad de Chagas y su erradicacion esta bajo la supervisién de la
Comision Nacional Honoraria de Zoonosis y de la Comision Nacional Honoraria de
Lucha contra la Hidatidosis. Como se menciond previamente, desde 1997 la
transmisién vectorial de T. cruzi se encuentra interrumpida, no registrandose nuevos
casos agudos por esta via desde 1984 y se ha logrado la eliminacién de Triatoma
infestans en todo el pais desde el afio 2013 [2].

La transmisidn transfusional se encuentra controlada por la obligatoriedad del control
de sangre a transfundir (prueba obligatoria por ley desde el afio 1985 en el 100% de
los donantes). La Unica via de transmisién actualmente en el pais es la via de
transmisién congénita. La forma congénita es curable.

Aunque la transmision de la enfermedad de Chagas se encuentra practicamente
detenida en Uruguay, se estima que existen aun 50.000 personas infectadas por T.
cruzi en nuestro pais (Figura 8) [1-3]. La deteccién de un caso agudo es muy
importante y un dato positivo debe notificarse a Vigilancia Epidemiolédgica del

Ministerio de Salud Publica [15].
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50.000 infectados
en todo el pais

70% etapa croénica 30% infectados
inaparente sintomaticos
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digestivas

75% cardiopatias

Figura 8: Estimacidn de infeccidn por T. cruziy casos clinicos de enfermedad de Chagas en Uruguay.

Si bien se han expuesto los avances logrados en el control, asi como en la transmisién
vectorial y transfusional, la falta de vacunas, asi como de una farmacoterapia eficaz
para curar a los millones de individuos ya infectados es aun un desafio pendiente

[13,16,17].

1.2.6 QUIMIOTERAPIA ACTUAL Y SUS LIMITACIONES

Actualmente no se cuenta ni con una vacuna, ni con un tratamiento efectivo para la
enfermedad de Chagas. La quimioterapia actual de la enfermedad de Chagas se limita
fundamentalmente a dos compuestos nitroheterociclicos: nifurtimox y benznidazol
(Figura 9). El nifurtimox (Lampit®) fue desarrollado originalmente por el laboratorio
Bayer. El benznidazol (Radanil®, Rochagan®) fue originalmente desarrollado por el
laboratorio Roche, el cual cedié su patente al gobierno brasilefio y actualmente es
producido en Brasil por el Laboratério Farmacéutico do Estado do Pernambuco

(LAFEPE).
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Figura 9: Estructuras de nifurtimox (3-metil-4-(5-nitrofurilidenamino)-1,1-diéxido) y benznidazol (N-

bencil-2-(2-nitroimidazolil)acetamida).

La actividad antichagasica de estos farmacos fue descubierta hace mas de 40 afos de
forma totalmente empirica, y su eficacia es limitada [18]. Ambos farmacos son activos
frente a las formas epimastigota y tripomastigota de T. cruzi pero su mecanismo de
accion parece ser diferente [19]. Los antecedentes reportados para el nifurtimox
sugieren que el mismo actua a través de la reduccion metabdlica del grupo nitro

formando especies toxicas como se muestra en la Figura 10.
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Nifurtimox Flavoproteina reductasa nitro anion radical

Figura 10: Esquema de la via biorreductiva de nifurtimox.

El anién radical nitro formado reacciona para producir metabolitos reducidos del
oxigeno que resultan altamente téxicos (ROS, entre ellos: anidn superéxido, peréxido
de hidrégeno) [20]. La reaccién, catalizada por metales de transicion, entre el anién
superoxido y el perdéxido de hidrégeno produce el radical hidroxilo [21]. Este dltimo, un
oxidante fuerte no especifico, puede reaccionar y danar moléculas de importancia
biolégica como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. La generaciéon de este estrés
oxidativo afecta tanto al parasito como al huésped mamifero. Sin embargo, las
defensas antioxidantes del parasito son limitadas. En particular, la ausencia de catalasa

trae aparejada la acumulacion de perdxido de hidrogeno, haciendo al parasito mas
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sensible al estrés oxidativo. Sin embargo, es importante destacar que investigaciones
mas recientes reportadas por Denicola y col. indican que el mecanismo de accién del
nifurtimox apuntaria en otra direccién. Los resultados sugieren que el reciclaje redox
s6lo fue observado con concentraciones altas de nifurtimox (>400 uM), dos érdenes
de magnitud mas altas que la concentracidon de nifurtimox necesaria para la actividad
anti-proliferativa. Por este motivo, este grupo propuso que el estrés oxidativo no es el
mecanismo de accidén principal de este nitrocompuesto contra tripanosomatidos [22].
Por otro lado, el mecanismo de accién del benznidazol se relaciona con el metabolismo
reductivo pero sin la generacién de productos de reduccién del oxigeno y con la union
covalente a macromoléculas de intermediarios de la nitrorreduccién [20,23].

Tanto el nifurtimox como el benznidazol tienen una efectividad significativa en la fase
aguda de la enfermedad de Chagas con mas de un 80% de cura parasitologica
(resultados negativos de todos los ensayos parasitolégicos y seroldgicos). Sin embargo,
su efectividad varia segun el drea geografica debido, probablemente, a diferencias en
la susceptibilidad a los farmacos de las diferentes cepas del pardsito. Ambos farmacos
presentan importantes efectos secundarios, donde destacan, para nifurtimox, la
pérdida de peso, nauseas, vémito, prurito, neuropatia periférica, leucopenia,
neurotoxicidad, entre otros, y para benznidazol, edemas, fiebre, prurito, neuropatia
periférica, linfoadenopatia, agranulocitosis, purpura trombocitopénica, dolores
musculares y articulares, entre otros [24-26]. En una gran cantidad de casos, estos
efectos secundarios llevan a discontinuar el tratamiento. El benznidazol y el nifurtimox
no deben ser tomados por mujeres embarazadas o personas con insuficiencia renal o
hepatica. El nifurtimox estd también contraindicado para personas con antecedentes
de trastornos neurolégicos o psiquiatricos. La mayor limitacion de estos compuestos es
la escasa actividad antiparasitaria en la fase crénica de la enfermedad: mas del 80% de
los pacientes tratados con estos farmacos no se curan. A pesar de estas limitaciones
existe un consenso en que debe tratarse a todos los pacientes seropositivos para
eliminar o reducir su carga parasitaria. Sin embargo, muchas veces no se recomienda
el uso de estos farmacos en pacientes crénicos, ya que los riesgos superan los
beneficios [23].

En los ultimos afios se han realizado algunos esfuerzos por mejorar las terapias ya

existentes y en particular para reevaluar el uso del benznidazol en pacientes con
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Chagas cronico [27,28]. Desde el ano 2004, el estudio multicéntrico BENEFIT
(BENznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis Program) involucra
pruebas al azar, doble ciego, con placebo, del tratamiento con benznidazol, en mas de
3000 pacientes con cardiomiopatia chagasica, en 35 centros de América Latina. Este
estudio demostré que el tratamiento con benznidazol disminuyd significativamente la
carga parasitaria en sangre, pero esta reduccion no se correlacioné con el
mejoramiento del deterioro cardiaco [29]. Otros esfuerzos han incluido el
mejoramiento de las formas farmacéuticas, en especial para uso pediatrico [27].

Cabe destacar que hasta hace poco tiempo los esfuerzos en la busqueda de nuevos
farmacos para combatir la enfermedad de Chagas provenian fundamentalmente del
ambito académico. En 2012, trece compafiias farmacéuticas, tres gobiernos, el Banco
Mundial y varias organizaciones mundiales de salud se reunieron para prometer
acciones y ayuda en apoyo de los nuevos objetivos de la Organizacion Mundial de la
Salud dirigidos hacia la eliminacion o el control para 2020 de 10 enfermedades
olvidadas, entre las que se encuentra la enfermedad de Chagas. En este sentido, se
han logrado progresos sdlidos en la ultima década que culminaron en los primeros
ensayos clinicos de los ultimos 40 anos de potenciales farmacos para la enfermedad de

Chagas [28].

1.2.7 BLANCOS PARA FARMACOS TRIPANOSOMICIDAS

La dificultad en la obtencidn de farmacos realmente adecuados para combatir la
enfermedad se encuentra relacionada con alguna de las caracteristicas de T. cruzi. Por
un lado, ha sido dificil encontrar blancos terapéuticos especificos debido a la gran
cantidad de rutas metabdlicas comunes entre el parasito y los mamiferos. Por otro
lado, no existe un drgano blanco Unico dénde deberia actuar el farmaco, debido a la
amplia distribucién celular y tisular de las distintas formas del parasito, tanto en la fase
aguda como en la fase crénica de la enfermedad [20,26,27]. Sin embargo, el creciente
aumento en el conocimiento profundo de la biologia de T. cruzi y de otros organismos
relacionados ha permitido detectar similitudes y diferencias entre pardsito y huésped,
identificando algunos procesos bioquimicos y/o moléculas que podrian constituir

posibles blancos terapéuticos. El analisis de la secuencia completa del genoma de T.
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cruzi reveld la presencia de mas de 10.000 genes codificadores de proteinas, lo que
abre la posibilidad de identificar nuevos potenciales blancos para el desarrollo de
nuevos farmacos contra este parasito [32-35].

Los blancos terapéuticos que se describen a continuacion ya han sido estudiados y
validados extensamente en las Ultimas décadas para el desarrollo de nuevos agentes

con actividad bioldgica sobre Trypanosoma cruzi [36].

Cruzipaina

La cisteina endopeptidasa también llamada cruzipaina es la enzima responsable de la
mayor actividad proteolitica en todos los estadios del ciclo de T. cruziy es esencial para
la supervivencia de éste dentro de la célula huésped, por lo cual los inhibidores de esta
enzima serian potencialmente activos en todas las fases de la enfermedad (aguda y
crénica) y no solo en los primeros estadios de la misma, como es el caso de nifurtimox
y benznidazol. En las ultimas décadas, estudios independientes validan esta enzima
como un blanco prometedor contra dicho parasito. Si bien, en la actualidad en el
mercado no existe ningln farmaco que posea dicho mecanismo, la vinilsulfona K777
(Figura 11) se encuentra en etapa de estudios clinicos avanzados [16]. Este compuesto,
ademds de mostrar adecuado comportamiento frente a T. cruzi, muestra muy buen
perfil farmacolégico, adecuada solubilidad en agua, biodisponiblidad oral, ausencia de
efectos toéxicos y mutagénicos [37] y produce efecto aditivo cuando se combina con

benznidazol [38].
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Figura 11: Estructura de la vinilsulfona K777.

21



Enzimas involucradas en la sintesis de ergosterol

Los esteroles, como constituyentes de la membrana celular de T. cruzi, son esenciales
para el normal funcionamiento del parasito. A diferencia de lo que ocurre en sistemas
mamiferos, donde el principal esterol es el colesterol, en organismos eucariotas como
los protozoarios, los principales son ergosterol y otros 24-metil—esteroles [39].

Algunas de las enzimas involucradas en el proceso de biosintesis de estos esteroles han
sido empleadas como blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos agentes
antichagasicos.

La farnesil difosfato sintasa (FPPS) pertenece a la ruta metabdlica por la cual el
pardsito produce poliisoprenoides esenciales para el normal funcionamiento
metabdlico del mismo. Como serd mencionado posteriormente con mayor detalle,
esta enzima es el blanco de los bisfosfonatos y de los compuestos metalicos con éstos
como ligandos, obtenidos en este trabajo de Tesis. Compuestos como los bisfosfonatos
inhiben el funcionamiento de la FPPS del parasito, al presentar similitudes
estructurales con los sustratos de esta enzima y de esta manera inhibir del crecimiento
del parasito [40].

Algunos inhibidores de la Cl4-a-demetilasa de esteroles en hongos y levaduras,
descritos primariamente como antifungicos, como el posaconazol (Figura 12) (SCH
56592, Schering-Plough Research Institute, Kenilworth, N.J., EUA), son capaces de
inducir, con excelentes resultados, cura parasitolégica radical en modelos murinos de

enfermedad de Chagas, tanto aguda como crdnica [20].
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Figura 12: Estructura del posaconazol.

Mas aun, este compuesto demostrd ser activo contra cepas de T. cruzi naturalmente

resistentes a nifurtimox y/o benznidazol, ain en hospederos inmunosuprimidos. La
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actividad tripanosomicida in vivo (los parasitos mueren por efecto del tratamiento) de
estos compuestos ha sido atribuida a su potente y selectiva actividad intrinseca contra
el parasito (las concentraciones minimas inhibitorias contra la forma amastigota
intracelular del parasito, cultivada en células de mamifero in vitro, esta en el rango
nanomolar a sub-nanomolar), asi como a las propiedades farmacocinéticas apropiadas
para su aplicacién (grandes volumenes de distribucién y largos tiempos de
eliminacidn). El posaconazol presenta como ventaja adicional que ya fue aprobado y se
comercializa en los Estados Unidos, la Unién Europea y otros paises en la forma
farmacéutica de suspension oral Nofafil® para la profilaxis de las infecciones invasivas
por Aspergillus y Candida. En 2011 se comenzd, para el posaconazol oral antifungico,
una prueba de investigaciéon con estudios clinicos contra la enfermedad de Chagas
crénica asintomatica. La propuesta del ensayo randomizado para posaconazol y
benznidazol consistié en un estudio clinico con una una suspension de posaconazol
oral, a una dosis de 400 mg dos veces al dia, administrada durante 60 dias, ya sea
como terapia Unica o concomitantemente con benznidazol. Los resultados obtenidos a
partir del estudio muestran que si bien el posaconazol presentd actividad
antiparasitaria en pacientes crénicos, las recaidas y fallas durante el tratamiento

fueron mayores que en el tratamiento convencional de benznidazol [41].

Tripanotiona reductasa

La tripanotiona reductasa (TR) cumple funciones similares a la de la glutation
reductasa en el organismo huésped. Interviene en reacciones redox dependientes de
NADPH. En este sentido, se pueden mencionar como ejemplo, los complejos de Pd(ll)
con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano de formula [PdCIL], sintetizados y
reportados por el grupo de investigacién que actualmente integro, y compuestos de
Pt(ll) con terpiridinas sustituidas que inhiben irreversiblemente la tripanotiona
reductasa. Algunos de éstos mostraron no inhibir la enzima humana equivalente,

glutation reductasa, resultando selectivos contra el pardsito como consecuencia [42].
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ADN: blanco de compuestos metdlicos

Las similitudes metabodlicas entre las células tumorales y los parasitos
tripanosomatidos han determinado que farmacos antitumorales — tanto organicos
como inorganicos — también muestren actividad contra tripanosomatidos [43,44]. Se
postula que aquellos compuestos capaces de interactuar con el ADN serian buenos
candidatos como agentes contra estos parasitos, en particular, para combatir a T.
cruzi. Por lo tanto, compuestos metdlicos, especialmente de la segunda y tercera serie
de transicion d, podrian interactuar a nivel de esta biomolécula inhibiendo el
crecimiento de este parasito. En este sentido, como ejemplo, se pueden citar
complejos de Pd, Pt y Ru con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano (L) como
ligandos que se detallardn en el capitulo 5. Estos compuestos demostraron una
interesante interaccién con el ADN, ademas de formar radicales libres téxicos para el
pardsito, mecanismo de accidon antiparasitario propio de los ligandos [45-47]. Los
estudios de interaccién con ADN plasmidico y de timo de ternera parecen indicar que
los complejos de Pd, [PdCl,L], interactian con el ADN mediante un mecanismo de

efectos similares a los producidos por los intercalantes clasicos.

Otros blancos terapéuticos de relevancia

Como otros ejemplos de blancos terapéuticos de T. cruzi, se pueden citar la enzima
trans-sialidasa de T. cruzi (TcTS), la cual esta involucrada en la glicosilacién de mucinas
cruciales para el reconocimiento y la adhesién del parasito a la célula huésped,
desempefiando asi, un papel fundamental en el proceso de invasién celular e infeccién
[48]. Debido a que esta enzima no presenta un analogo en el humano, se presenta
como un blanco atractivo para atacar al parasito. La mayoria de estos inhibidores son
derivados del sustrato acido sidlico o un andlogo del estado de transicion (acido 2,3-
dehidro-3-deoxi-N-acetilneuraminico, DANA). Ademas, han sido reportados derivados
de flavonoides y antraquinonas como potenciales agentes inhibidores de esta enzima.
Entre ellos, el mas potente es el acido 6-cloro-9,10-dihidro-4,5,7-trihidroxi-9,10-dioxo-

2-antracencarboxilico [49].
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Ademas de los mencionados, se han estudiado muchos otros blancos para desarrollar
estrategias para la busqueda de nuevos farmacos selectivos para combatir la
enfermedad de Chagas. Se pueden citar, por ejemplo, enzimas convertidoras o
transferidoras de grupo prenilo, tales como geranilgeraniltransferasa tipo | y
farnesiltransferasa, fosfodiesterasas cAMP-especificas, triosafosfato isomerasa, o-
hidroxiacido dehidrogenasa, dihidrofolato reductasa, la via de las purinas, la via de los
aminodcidos, la via de la glicdlisis, la enzima S-adenosil-L.-homocisteina hidrolasa, las
ADN topoisomerasas y los receptores del factor de activacion plaquetaria, entre

muchos otros [36].

1.4 QUIMICA INORGANICA MEDICINAL

1.4.1 GENERALIDADES

La Quimica Bioinorganica es una rama interdisciplinaria de la Quimica que se ocupa de
una amplia gama de problemas ubicados en la interfase entre la Quimica y las Ciencias
Bioldgicas y que ha tenido un amplio desarrollo en las ultimas tres décadas [50]. La
aplicacion de la Quimica Inorgdnica en Medicina o Quimica Inorganica Medicinal es un
area joven y en creciente expansion dentro de la Quimica Bioinorgéanica que involucra,
entre otros aspectos, la investigacion y desarrollo de compuestos metdlicos con
actividad terapéutica o diagndstica [47,51-58].

Ciertos metales, denominados esenciales, que se encuentran ampliamente
distribuidos en los sistemas bioldgicos tienen una funcidon fundamental en el correcto

funcionamiento de los sistemas vivientes (Figuras 13 y 14) [59-62].
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Figura 13: Tabla de elementos esenciales o bioelementos en la que se incluyen también aquellos de
naturaleza metalica.
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Figura 14: Diagrama de Bertrand modificado que indica de forma esquematica la naturaleza de la
respuesta bioldgica (favorable o desfavorable) producida por un compuesto metalico. a) metal esencial,

b) metal no esencial y no tdxico, c) metal toxico y d) metal no esencial de interés terapéutico.

Como subdrea de la Quimica Bioinorganica, la Quimica Inorganica Medicinal explora la
incorporacion de estos metales esenciales y de metales no esenciales de interés
terapéutico en compuestos quimicos que podrian tener utilidad como agentes de
diagndstico médico o como agentes quimioterapéuticos. A éstos, de forma genérica,

se les denomina metalofarmacos.
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Si bien, ha sido en las Ultimas décadas cuando se ha utilizado este tipo de compuestos
metalicos en clinica médica y se investiga su mecanismo de accidn, los metales y sus
compuestos se han empleado con fines curativos o preventivos desde hace mas de
5000 afios. Los egipcios ya utilizaban cobre para esterilizar el agua en el afio 3000 a.C.
En Arabia y China, en el 3500 a.C. se utilizaba el oro para obtener medicamentos. Mas
recientemente, en el siglo XVI, Paracelso desarrollé medicamentos a base de mercurio
Por otro lado, Paul Ehrlich es considerado el padre de la quimica médica, por
desarrollar, a principios del siglo XX, el primer trabajo sistematico multidisciplinario de
disefio racional de compuestos de arsénico que finalmente condujo al compuesto
antisifilitico Salvarsan®, lanzado al mercado por la empresa Hoechst. A raiz de tal
emprendimiento este cientifico recibié el premio Nobel en 1908 [51,57,59-62].

Sin embargo, la Quimica Inorganica Medicinal moderna surge como disciplina de
investigacion y desarrollo independiente, a partir del descubrimiento fortuito del
biofisico Barnett Rosemberg, en la década de 1960, en torno a la actividad
anticancerigena del cisplatino (cis-diaminodicloro-platino(ll)), compuesto que aun hoy
continua siendo farmaco lider en terapia antitumoral (Figura 10), con una tasa de cura

del cancer testicular cercana al 90%.
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Figura 15: Estructura del cisplatino.

Por otro lado, cabe destacar que el avance en el desarrollo de metalofarmacos tiene
solidos cimientos en el vasto conocimiento relativo a las propiedades redox y de
coordinacion de los distintos iones metdlicos aportado por la Quimica Inorganica
[51,57].

La participacién de la Quimica Inorgédnica en el proceso de Investigacion y Desarrollo
de nuevos farmacos ha determinado que el rango de elementos quimicos disponibles
para la quimica medicinal tradicional (fundamentalmente C, N, H, O, S, P y haldgenos)

se amplie, incluyendo desde los 24 elementos considerados esenciales para la vida
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hasta todos los elementos de la tabla periddica, inclusive aquellos considerados
radiactivos o téxicos [51,57,63].

El campo de la Quimica Inorganica Medicinal puede dividirse en dos grandes
categorias. Por un lado, farmacos (ligandos) cuyo blanco de accién son determinados
iones metdlicos presentes en los sistemas bioldgicos, ya sea libres o unidos a
proteinas. Por otro lado, compuestos metalicos bajo la forma de sales o de
compuestos de coordinacidn, en los que el ion metdlico juega un rol fundamental para
la actividad farmacoldgica de los mismos. Mas alla de esta categorizacion, que en
muchos casos resulta util, las dreas de mayor desarrollo de la Quimica Inorgdnica

Medicinal se esquematizan en la Figura 16 [64-68].

Agentes Terapéuticos
(Li, Pt, Bi, Au)

Radiofarmacos: Suplementacién de
diagndstico (°°™Tc), elementos esenciales

terapia (18°Re) Quimica (Fe, Cu, Zn, Se)

Inorganica
Medicinal

Agentes de diagndstico por
contraste:

MRI (Gd, Mn), Rayos X (Ba, 1) QuelatOterapla

Figura 16: Areas fundamentales de la Quimica Inorganica Medicinal.

Los esfuerzos en investigacion han conducido al desarrollo de un gran nimero de
compuestos metalicos bioactivos, de los cuales un significativo nimero de ellos ha sido
incluido en el vademécum internacional para el tratamiento de diferentes patologias, o
se encuentra en fases clinicas. Esto demuestra las posibilidades reales que esta area
ofrece para el desarrollo de nuevos farmacos con mecanismos de accion novedosos
[62,65-69,71]. En particular, complejos de diferentes metales (Pt, Ru, Cu, Sn, Ti, Rh, Pd,

V, Au, Ga, entre otros) han presentado actividad quimioterapéutica como
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anticancerigenos, antivirales o antibacterianos. En la Tabla 1 se indican algunos

compuestos metalicos en uso clinico.

Nombre comercial o comun

Formula del compuesto

Actividad

Cisplatino

Magnevist

Cardiolite

Vitamina B12

Manialith, Neulepsin

Myocrisin

De-Nol

Niprida

Fosnol

Ebselen

Polaprezinc

Subnitrato de bismuto

Ferrocolinato

Baciferm

Cuproxolina

Pentostam

cis-[Pt"Cl,(NHs),]

[Gd"(DTPA)(H,0)]*

[*°™Tc'(CNCH,C(CH3),0CH5)e]*
Cianocobalamina

Carbonato de litio, Li,CO;

[Au'(tiomalato)]
Citrato de Bi" de potasio y
amonio

Na,[Fe"(CN)s(NO)]-2H,0

La,"(CO3)s

2-fenil-1,2-benzisoselenazol-

3(2H)-ona

(N(a)-(3-
aminopropionil)histidinato(2-
JN1,N2,0(a))-zinc
BisO(OH)o(NOs3)s
[Fe(H20)3(C11H13NOg)]
Zn-bacitracina
Dietilamino oxiquinolina
sulfonato de cobre

Estibogluconato de sodio

Anticancerigeno
Agente de contraste para
imagenologia por resonacia
magnética
Imagenologia de miocardio
Anemia perniciosa
Antimaniaco
Antirreumatico, antiartritico

Antibacteriano, antiulceroso

Hipotensor

Insuficiencia renal crénica

Antiinflamatorio

Antiulceroso

Antiacido
Hematinico

Antimicrobiano

Antiartritico

Antiprotozoario

Tabla 1: Algunos ejemplos de metalofarmacos de uso clinico o en fases clinicas avanzadas.
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En términos generales, los compuestos de coordinacién con actividad terapéutica se

pueden clasificar en dos grandes grupos [52]:

1)

1)

Farmacos cuya actividad esta basada en la presencia del metal. En este tipo de
compuestos, el metal es el responsable de la accion terapéutica y el o los ligandos
no presentan actividad per se. Sin embargo, el o los ligandos unidos al metal
afectan indudablemente la biodistribucion y biodisponibilidad del farmaco y, por
lo tanto, tienen una importante influencia en su actividad bioldgica y toxicidad. Los
ejemplos mas representativos de este grupo son los complejos antitumorales de
platino y rutenio, los complejos antiartriticos de oro, los complejos leishmanicidas
de antimonio.

Complejos metdlicos con ligandos bioactivos. Cuando el ligando presenta actividad
farmacoldgica propia, se ha observado que mediante su coordinacién a un metal
es posible mejorar su perfil farmacoldgico. Este enfoque, que hace uso de un
eventual sinergismo metal-ligando, puede resultar en efectos beneficiosos tanto
en relacién con el metal como con el ligando. Por un lado, es posible incrementar
la biodisponibilidad del ligando bioactivo por modificacion de su solubilidad,
lipofilia, estabilidad y tiempo de residencia en el organismo y de esta forma
mejorar su indice terapéutico por incremento de su actividad, disminucion de su
toxicidad o ambos. Por otro lado, pueden ser evadidos los multiples mecanismos
de resistencia celular hacia ciertos farmacos, problema cada vez mas frecuente en
la terapéutica con agentes quimioterapicos, ya que el farmaco (ligando) es
enmascarado como una nueva entidad quimica (el complejo de coordinacién) que
no “despierta” los procesos moleculares de rechazo contra el farmaco. Otro
aspecto de importancia es que la toxicidad del metal puede verse disminuida
como resultado de la coordinacion a un ligando orgéanico, ya que el metal
coordinado resulta menos disponible para participar en reacciones no deseadas
como la inhibicidon de enzimas u otras reacciones que generan efectos dafiinos
para el organismo [72]. En este sentido, los complejos metalicos de un cierto
nimero de agentes terapéuticos han resultado mas efectivos que el farmaco
original. Puede citarse como ejemplos los complejos insulinomiméticos de V(IV)
con biguanidas, los complejos tripanosomicidas de Ru con clotrimazol y complejos

antitumorales de Cu con tiosemicarbazonas, entre muchos otros [52,54,68,69,72].
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La importancia, desde el punto de vista farmacolégico, de un complejo metalico no se
debe, en ningun caso, sélo a la presencia del metal o del ligando, sino que depende de
la estructura y/o de las propiedades fisicoquimicas de la especie compleja que forman.
Por lo tanto, en el desarrollo de un metalofarmaco, resulta relevante lograr
conocimientos estructurales y quimicos completos de los compuestos. Ademas, es
necesario comprender el comportamiento de los complejos en condiciones fisiolégicas
tanto desde un punto de vista termodinamico como cinético (estructura en solucién,
reacciones redox y/o de sustitucion) y su interaccion con membranas bioldgicas,
proteinas o ADN. El progreso de la Quimica Inorganica Medicinal es altamente
dependiente de la generacidén sistematica de estos conocimientos [54,73].

En resumen, esta sub-drea de la Quimica Inorganica ha demostrado ofrecer
posibilidades reales para el descubrimiento de nuevos farmacos con mecanismos de
acciéon novedosos. El mayor desarrollo se ha dado en la busqueda de compuestos con
actividad antitumoral. Sin embargo, el disefio racional de potenciales metalofarmacos
antiparasitarios es relativamente mas reciente y se ha desarrollado en mucha menor

extension [47,51-58].

1.4.2 COMPUESTOS METALICOS CON ACTIVIDAD ANTI T. cruzi

El uso de compuestos metalicos para el tratamiento de enfermedades parasitarias se
inicia a principios del siglo XX con la observacién de la actividad en tripanosoma de un
compuesto trinuclear de rutenio denominado “ruthenium red”. En 1905, los primeros
intentos en el area de la Quimica Inorganica Medicinal mostraron que el compuesto
organometdlico de arsénico, Atoxyl/, a pesar de ser muy toxico, era efectivo para el
tratamiento de la Tripanosomiasis africana. Mas recientemente se ha encontrado una
buena correlacion entre las actividades antitumoral y tripanostatica de complejos de
platino como el cisplatino o el carboplatino. Como ya ha sido previamente descrito, se
ha observado que, en general, fdrmacos que presentan actividad antitumoral también
muestran actividad tripanosomicida. En el caso del T. cruzi, esta correlacion ha sido
explicada en base a la similitud metabdlica existente entre las células tumorales y las

de T. cruzi. Dicha similitud se relaciona con una alta velocidad de respiracién generada
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por un sistema mitocondrial ineficiente y con la ausencia de catalasas y peroxidasas en
ambos sistemas [74]. En este marco, algunos grupos académicos de bioinorganicos han
centrado su atencidn en el disefio racional de farmacos metalicos para combatirla.
Aunque pueden encontrarse en la bibliografia numerosos articulos con la sintesis de
complejos metalicos con potencial actividad anti T. cruzi, sélo algunos esfuerzos se han
realizado en forma sistematica y basados en un disefio racional. Algunos de ellos se
detallan a continuacion.

El trabajo liderado por Sanchez-Delgado et al., fue iniciado hace mas de 20 afios, y
representa el punto de partida del estudio de complejos metdlicos como potenciales
metalofarmacos para el tratamiento de infecciones parasitarias. Basandose en el
paradigma de la sinergia obtenida a partir del sistema metal-ligando [72,75-77],
desarrollaron complejos de rutenio, oro y rodio [72,75,78-81] con derivados de azoles,
(clotrimazol, CTZ, y ketoconazol, KTZ), como ligandos. Estos farmacos, CTZ y KTZ, son
ampliamente reconocidos como agentes antifungicos actuando como inhibidores de la
biosintesis de esteroles en el hongo, y ademads, presentan una moderada actividad en
T. cruzi. La estrategia utilizada se basé en la combinacién de un ligando con actividad
farmacoldgica y un metal de importancia farmacoldgica que permita la obtencion de
nuevas especies presentando, no sélo un perfil farmacoldgico mejorado, sino ademas
la posibilidad de presentar blancos multiples. De hecho, [RuCl,(CTZ),] (Figura 17a),
resultd 10 veces mas activo in vitro contra T. cruzi y menos toxico para las células
normales de mamifero en comparacion con CTZ.

Sin embargo, la alta actividad in vitro no pudo ser observada en los estudios in vivo,
principalmente debido a la baja solubildad del complejo en agua. Basandose en estos
resultados promisorios, el grupo de Sanchez-Delgado ha reportado recientemente
ocho nuevos complejos de coordinacién de rutenio con CTZ descrito en dos series:

" (cis,fac-

cuatro compuestos de coordinacién clasicos octaédricos de Ru" y Ru
[Ru"Cl>(DMSO0)s(CTZ)],  cis,cis,trans-[Ru"Cl,(DMS0),(CTZ),], Na[Ru"'Cl4(DMSO)(CTZ)],
Na[trans-Ru"'Cl4(CTZ),]) y cuatro compuestos organometalicos con el centro Ru-p-
cimeno ([Ru"(n6-p-cimeno)CIz(CTZ)], [Ru“(ns-p-cimeno)(bipy)(CTZ)][BF4]2, [Ru"(ns-p-
cimeno)(en)(CTZ)][BFa]>, [Ru“(ns-p-cimeno)(acac)(CTZ)][BF4], donde bipy = bipiridina,

en = etilendiamina, acac = acetilacetonato (Figura 17) [77,82].
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([Ru"(m°-p-cimeno)Cl,(CTZ)], g) [Ru"(n°-p-cimeno)(bipy)(CTZ)][BF4l,, h) [Ru"(n’-p-
cimeno)(en)(CTZ)][BF4],, i) [Ru"(n°’-p-cimeno)(acac)(CTZ)][BF4].

Todos los compuestos obtenidos fueron testeados in vitro contra epimastigotas de T.
cruzi (cepa Y). Ademas, se analizé la actividad citotéxica de los complejos contra
osteoblastos humanos. Los resultados muestran que la mayoria de los complejos Ru-
CTZ fueron significativamente mas activos, que el ligando libre, mientras que otros
complejos de Ru (los que no contienen CTZ) usados como control no mostraron
ninguna actividad aparente en las dosis ensayadas. La mayoria de estos complejos
desarrollados resultaron ser mas solubles en agua que el original [RuCl(CTZ),], pero no
pudo establecerse una clara correlacidén entre esta propiedad y su actividad bioldgica.

Desafortunadamente, la mayoria de ellos presentaron una mayor citotoxicidad en
células humanas como consecuencia de la complejacién del rutenio. Sin embargo, el

compuesto mas promisorio, [Ru"(ns-p-cimeno)CIz(CTZ)] resulté 58 veces mas activo
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que el CTZ libre contra T. cruzi, mostrando valores de DLso en el rango submicromolar.
Ademas, este complejo mostrdé un excelente indice de selectividad lo que lo convierte
en un buen candidato para el estudio de su mecanismo de accién y posteriores
estudios in vivo.

Ademads del trabajo de Sanchez Delgado, Gambino y col. han desarrollado
recientemente un nuevo complejo Ru-CTZ [83]. En este sentido, sintetizaron y
caracterizaron completamente un compuesto de Ru-ciclopentadienilo de férmula

[RuCp(PPhs),(CTZ)](CF3SO3) (Figura 18) con este mismo ligando bioactivo.

Figura 18: Estructura de [RuCp(PPh3),(CTZ)](CF3SOs3).

Se evalud el efecto de este complejo en la forma epimastigota de T. cruzi, y se
compard con el ligando libre. Los resultados obtenidos muestran que el complejo
presentd una actividad 6 veces mayor comparado con el CTZ libre, y 30 veces mayor en
comparacion con el farmaco de referencia, nifurtimox (Clsp= 8,0 uM).

Otro ejemplo de un efecto sinérgico de la complejacion de rutenio a un farmaco
bioactivo antiparasitario es el compuesto de rutenio-benznidazol desarrollado por
Franco et al [84]. Tal como ha sido previamente reportado, el benznidazol (N-bencil-2-
(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida, Bz) es, hasta el momento, el farmaco mas
utilizado clinicamente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Sin embargo,
los tratamientos con Bz son insatisfactorios y exhiben diversos efectos secundarios
atribuidos al dano redox generado al tejido huésped. Con el objetivo de obtener
especies mas activas que permitan disminuir la dosis requerida y sean capaces de

sortear los mecanismos de resistencia del parasito, se disefiaron complejos Ru-Bz. En
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este sentido, se selecciond el core rutenio(ll) tetraamina a efectos de obtener un
compuesto soluble en agua. El complejo de férmula trans-[Ru(Bz)(NH3)4SO,](CF3SO3),
fue obtenido y evaluado in vitro e in vivo contra T. cruzi utilizando una cepa
parcialmente resistente a Bz (cepa Y). El complejo obtenido resulté ser mucho mas
activo contra ambas formas epimastigota (Clsp = 127 uM) y tripomastigota (Clso = 79
uM) de T. cruzi en comparacién con el Bz libre (Clsp > 1 mM para ambas formas) en las
condiciones ensayadas. Ademas, en el modelo murino de Chagas agudo, se observé un
aumento en la actividad con respecto al farmaco de referencia. El complejo Ru-Bz fue
capaz de proteger a todos los ratones infectados en concentraciones mil veces
menores que la dosis de Bz considerada éptima (385 umol/kg/dia), eliminando todos
los nidos de amastigotas en el tejido de miocardio y en los musculos esqueléticos y
disminuyendo la miocarditis en los ratones tratados. Ademas, no se observo toxicidad
aguda en dosis de hasta 400 umol/kg. Se postulé que el aumento de actividad de Bz a
través de la coordinacion de rutenio se debe a la habilidad de retirar densidad
electrdénica del Ru(ll) que permite una mayor accesibilidad del grupo nitro a reducirse,
asi como una mayor solubilidad favorecida por la coordinacién de Bz al grupo
hidrofilico [Ru(NHs),L)*""*".

Basandose en un enfoque bastante diferente, el mismo grupo ha desarrollado un
importante numero de complejos de rutenio-nitrosilo presentando actividad
antitripanosoma. El oxido nitrico tiene un rol fundamental en el control de las
infecciones parasitarias a través de la modulacion de la respuesta inmune del huésped.
En este sentido, los sistemas de rutenio(ll) donores de NO, que podrian liberar esta
molécula de manera controlada, podrian ser Utiles para desarrollar potenciales
agentes quimioterapicos para este tipo de enfermedades. En este tipo de compuestos,
la reduccion del ligando NO* ocurre en valores de potencial accesibles para el
ambiente reductor en el medio bioldgico generado por los grupos reductores como
NADH o sulfhidrilo [85].

Varios afos atras se ha demostrado que el N-6xido de 2-mercaptopiridina (mpo) afecta
todas las formas del ciclo bioldgico del parasito sin afectar a las células del hospedero,
principalmente por inhibicién de la enzima parasitaria NADH fumarato reductasa,
responsable de la conversiéon de fumarato en succinato. Los complejos [Auy(mpo-

H)>(PPhs),], [Pt(mpo-H),], [Pd(mpo-H),] y [VO(mpo-H),] (Figura 19) mostraron
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incrementos significativos de la actividad respecto de la sal sddica del mpo y de

nifurtimox en epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi [50,86].

[Au',(mpo-H),(PPh,),]

| N
S S
N/ " 7z l \M/ I N
} NNy N\ NnA
mpo-H

M= Pt, Pd, VO* [M(mpo-H),]

Figura 19: Estructura de [Auy(mpo-H),(PPhs),], [Pt(mpo-H),], [Pd(mpo-H),] y [VO(mpo-H),].

Los compuestos mostraron altos indices de selectividad por epimastigotas del parasito
en relacion con células mamiferas (macréfagos 1774 y fibroblastos NCTC clon 929). Los
estudios de inhibicidn de la enzima NADH fumarato reductasa demostraron una clara
correlacién entre el efecto inhibitorio del crecimiento del parasito y el efecto
inhibitorio de la enzima, sugiriendo que ésta seria el principal blanco de accién de los
compuestos metdlicos. Estudios in vivo en ratones de la cepa Swiss albina infectados
experimentalmente mostraron, para [Pd(mpo-H),], una actividad superior que la del
benznidazol administrado a una dosis 10 veces mayor [49].

Continuando en esta misma linea, se amplio la serie de compuestos con mpo como
ligando bioactivo [87]. Se sintetizaron y caracterizaron completamente dos nuevos
compuestos organometadlicos y heterobimetalicos de férmula [M(mpo)(dppf)](PFe) con

M = Pd(Il) o Pt(ll) (Figura 20).
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Figura 20: Complejo de platino (1) [Pt(mpo)(dppf)]PFe. Las elipsoides se representan con un 20% de
probabilidad. Para mayor claridad, sélo algunos atomos representativos fueron numerados y el

contraidon PFg fue omitido.

Los iones metdlicos M(ll) se presentan en un entorno trapezoide cuasi-plano,
coordinando a un anién Oxido piridin-2-tiolato, que actiua como ligando bidentado
coordinando a través de un atomo de azufre y otro de oxigeno. Ademas, se completa
la esfera de coordinacién con un grupo neutro 1,1’-bis(difenil-1-fosfino)ferroceno que
coordina de forma bidentada a través de dos dtomos de fésforo. Ambos compuestos
fueron evaluados contra T. cruzi mostrando una actividad de 2 a 5 veces mayor en
comparacion con el ligando mpo libre, y de 10 a 20 veces mayor comparado con el
farmaco de referencia, nifurtimox. Ademas, se constata que la inclusiéon del grupo
ferroceno (dppf) mejord la selectividad hacia el parasito en comparacién con los
complejos [M(mpo-H),] anteriormente descritos.

Por otro lado, considerando las similitudes ya descritas entre kinetoplastidos y células
tumorales, el grupo de Gambino y col. ha aprovechado la correlacién entre las
actividades antitumorales y antitripanosoma para el desarrollo de nuevos potenciales
farmacos. En consecuencia, se ha propuesto que aquellos compuestos que interactian
eficientemente con el ADN de forma intercalante podrian presentar actividad en T.
cruzi. Bajo esta hipotesis, el grupo de la presente investigacion ha disefiado
compuestos de vanadio (IV) que incluyen dppz (dppz= dipirido(3,2-a: 2°3’-c)fenazina) y
diferentes ligandos intercalantes del ADN, en la esfera de coordinacion metalica [88-

91].
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El compuesto [V'YO(SO4)(H,0),(dppz)]-2H,0 mostré actividad in vitro ligeramente
superior a la de nifurtimox en epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) (Figura 21) [88-

91].

—N

[VO(S0,)(H,0),(dpp2)]

Figura 21: Estructura de [V'VO(SO4)(H20)2(dppz)].

También se disefiaron complejos de vanadio (IV) de ligandos mixtos de férmula
[VVO(L2-2H)(L1)] que incluyen un ligando polipiridinico bidentado intercalante del ADN
(L1) y un ligando tridentado salicilaldehido semicarbazona sustituida (L2) [90-95].

La actividad de esta familia de compuestos resulté fuertemente dependiente de la
naturaleza del ligando intercalante y poco dependiente de la naturaleza de los
sustituyentes en el co-ligando semicarbazona. Se realizé un estudio QSAR de los
mismos y un profundo estudio de su mecanismo de accidon apoyado en metabolémica
y estudios tedricos y experimentales de su interaccion con ADN. Los compuestos con
5-amino-1,10-fenantrolina como ligando resultaron los mds activos y selectivos hacia
el parasito de la serie, mostrando valores de Clsg en el rango submicromolar e indices
de selectividad entre 100 y 200.

Como se indicé previamente, las proteinas, y en particular las enzimas, constituyen
blancos naturales para los metalofarmacos. Algunos grupos de investigacion han
realizado esfuerzos para disefiar compuestos metdlicos de coordinacion que pudieran
unirse selectivamente con enzimas parasitarias especificas, inhibiendo su actividad sin
afectar enzimas del hospedero. Uno de los esfuerzos pioneros mas interesantes se

llevé a cabo con compuestos de platino de terpiridinas sustituidas (Figura 22) [96-98].
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Figura 22: Compuestos bioactivos de Pt(ll) con terpiridinas sustituidas como ligandos.

Estos compuestos inhiben el crecimiento de amastigotas intracelulares de T. cruzi en
un 78%, a una dosis de 1 uM. Si bien estos compuestos también podrian intercalar el
ADN, dada la presencia de la terpiridina, o unirse covalentemente con el mismo por
medio del Pt, se demostrd que inhibian a la tripanotiona reductasa (TR), enzima propia
del parasito ya discutida en el punto 1.2.7. Resultaron inhibidores irreversibles de la TR
sin que practicamente inhibieran a la enzima glutatién reductasa del hospedero
mamifero. El mecanismo de accién involucraria la unién del complejo, por medio del
Pt, a la cisteina Cys52, presente en el sitio activo de la enzima.

Por otro lado, el grupo de McKerrow y colaboradores ha evaluado varios compuestos
de coordinacién de ligandos no bioactivos como potenciales inhibidores de cisteina
proteasas de tripanosomatidos [99]. Algunos compuestos de Pd(ll), Au(lll) y Re(V)
demostraron ser potentes inhibidores de la cruzipaina, pero no se logré una adecuada
correlacién entre inhibicion enzimatica e inhibicion del crecimiento del parasito. Si
bien, aun no se han logrado resultados muy prometedores por medio de esta
estrategia, al ampliar el trabajo de evaluacién de este tipo de compuestos metalicos

eventualmente podrian encontrarse inhibidores especificos de enzimas parasitarias.

Finalmente, el grupo de Gambino, Otero y col, ha desarrollado mas de cincuenta
compuestos de rutenio, renio, paladio y platino con tiosemicarbazonas bioactivas
derivadas de 5-nitrofurano y 5-nitrofuril acroleina como ligandos. Los resultados

obtenidos seran discutidos con detalle en el Capitulo 5.

39



Los esfuerzos de disefio de nuevos compuestos metdlicos activos contra T. cruzi
realizados hasta la fecha demuestran claramente que la Quimica Inorganica Medicinal
resulta un area de trabajo muy promisoria para el desarrollo de agentes
antiparasitarios. Aun es reducido el nimero de quimicos bioinorganicos que trabajan
en el tema, pero el crecimiento que esta area de investigacidon ha experimentado en
los Ultimos afios seguramente conducira a compuestos metalicos tripanosomicidas con
propiedades adecuadas como para iniciar estudios biolégicos avanzados.

En ese sentido, este trabajo pretende aportar nuevas herramientas terapéuticas,
basadas en la Quimica Inorganica Medicinal, para el tratamiento de la enfermedad de

Chagas.
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 OBJETIVOS GENERALES

En funcién de los antecedentes mencionados, el objetivo general de este trabajo de
Tesis es el desarrollo de nuevos compuestos de coordinacion con ligandos bioactivos
frente a T. cruzi, como potenciales metalofarmacos para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

Como se menciond en el Capitulo 1, la coordinacion de un ién metalico a un ligando
bioactivo puede mejorar la biodisponibildad de este ultimo (por modificacion de
propiedades como estabilidad, solubilidad y lipofilia), mejorar su indice terapéutico
(por incremento de la actividad, disminucidn de la toxicidad o ambos), asi como eludir
el desarrollo de resistencia, fendmeno que es un problema de trascendencia creciente
en el proceso de descubrimiento y utilizacién de nuevos farmacos antiparasitarios. A
continuacion se exponen los ligandos bioactivos seleccionados y los iones metalicos

gue se utilizaran en este trabajo de Tesis.

Ligandos seleccionados

Los ligandos seleccionados para este trabajo de Tesis son los bisfosfonatos risedronato

(Ris), alendronato (Ale), pamidronato (Pam), e ibandronato (lba) (Figura 1) vy

tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano (Figura 2).
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Figura 1: Estructura de los bisfosfonatos a) Pam, b) Ale, c) Ris, d) Iba.

52



S R=H HL1

]\ N | R = metil HL2
R = eti HL3
O2N™ g 2 SNH ONHR R = fenil HL4

Figura 2: Estructura de las tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano como ligandos.

Las propiedades quimicas y biolégicas de ambos se describirdn con mayor detalle en

los capitulos 4 y 5, respectivamente.

Metales seleccionados

Para cada uno de los ligandos se utilizaran determinados metales en funcién de las
propiedades quimicas y bioldgicas, asi como de los objetivos que se pretenden cumplir
con la coordinacién.

Para los ligandos bisfosfonato se utilizardn metales de la primera serie de transicion
(Cu(ln), Co(ll), Ni(ll), Mn(ll)). En este caso, como se detallara en el Capitulo 4, el objetivo
de la coordinacion se centra en generar especies con una mejor biodisponibilidad
evitando la ionizacion de los grupos fosfonato de los ligandos. Por eso, se
seleccionaron metales de la primera serie de transicién por su caracter de Pearson
intermedio-duro, presentando afinidad a coordinar con los atomos de oxigeno
presentes en los grupos fosfonato.

Para los ligandos tiosemicarbazona, como se explicarad en el Capitulo 5, se utilizara el
rutenio como metal, y en particular, el core organometalico rutenio-p-cimeno. Como
ya fue mencionado en el Capitulo 1, en base a los antecedentes descritos, este core ha
demostrado ser muy adecuado para el desarrollo de potenciales metalofarmacos
antichagasicos. Ademas, los complejos bioorganometdlicos a obtener podrian
presentar un mecanismo de accion multiple conjugando las propiedades bioldgicas de
los ligandos tiosemicarbazona derivadas de b5-nitrofurano y las del core

organometalico.

Para llevar a cabo este trabajo, se realizard la sintesis y caracterizacion estructural

completa en estado sdlido y en solucién de los complejos metdlicos obtenidos con los

ligandos mencionados. Ademas del estudio de la actividad anti T. cruzi in vitro en

53



distintas formas del parasito, se pretende profundizar en el mecanismo de accién
bioldgica de los compuestos obtenidos. Para cumplir este objetivo se propone estudiar
la interaccidén de los complejos con biomoléculas como ADN y proteinas y determinar
si el mecanismo de accién propio de los ligandos se conserva en las especies
complejas.

Estos estudios, junto con el andlisis de otras propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de
los compuestos, tales como estabilidad en medio acuoso, lipofilia y comportamiento
redox, permitiran profundizar en el mecanismo de accidn antichagasica de los mismos.
Desde el punto de vista quimico inorganico, se espera que los resultados obtenidos
permitan profundizar en el conocimiento de la quimica de coordinacion de los metales
y ligandos seleccionados.

Por otro lado, la obtencién de compuestos de coordinacién bioactivos puede aportar
nuevas herramientas para el desarrollo y avance de la Quimica Inorganica Medicinal v,
en particular, para la busqueda de una respuesta farmacoldgica para la enfermedad de

Chagas.

2.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de este trabajo son:

* Sintesis de complejos de:

- cobre, cobalto, niguel y manganeso con los
bisfosfonatos risedronato, alendronato, pamidronato e

ibandronato.
- rutenio-p-cimeno con tiosemicarbazonas derivadas de

5-nitrofurano.
* (Caracterizaciéon estructural y fisicoquimica completa de los complejos
obtenidos, utilizando, diferentes técnicas: analisis elemental de C, H, N, S,
espectroscopias UV-Vis, IR, Raman y 'H-RMN, voltametria ciclica, difraccién de

rayos X en polvo y monocristal, espectrometria de masas (ESI-MS).
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Evaluacién in vitro de la actividad anti T. cruzi de todos los complejos obtenidos
en las distintas formas celulares del parasito (epimastigota, tripomastigota vy
amastigota).

Estudios de toxicidad sobre células mamiferas de los complejos activos sobre T.
cruzi a efectos de determinar la selectividad hacia el parasito.

Estudio del mecanismo de accidon antichagasica de los complejos que resulten
activos. Este punto comprende:

- caracterizacion de la especie activa de los complejos
estudiando la estabilidad de los mismos frente a la
sustitucion de ligandos labiles por agua y su interaccion
con proteinas.

- Estudio de inhibicidon de algunas enzimas parasitarias
por efecto de los complejos (cruzipaina, farnesil
difosfato sintasa, entre otras).

- Estudio de la interaccién de los complejos con ADN.

- Estudio de la generacién de radicales libres
intraparasitarios por técnicas de EPR.

Evaluacidén in vivo en ratones infectados de la actividad de los complejos activos
seleccionados que ameriten, en base a los resultados in vitro obtenidos, la
realizacion de estos estudios.

Estudio comparativo de los resultados obtenidos:

- comparacion de ligandos y sus complejos sintetizados
para determinar el efecto de la complejacion sobre las
propiedades de importancia bioldgica y la actividad.

- comparacion entre complejos de una misma serie y
entre series, para determinar, cualitativamente, las
posibles relaciones existentes entre la estructura, las
propiedades fisicoquimicas, la actividad bioldgica y el
mecanismo de accién de los mismos.

- Comparacion de compuestos analogos de los
diferentes metales en estudio (Cu, Co, Ni, Mn) con el

fin de analizar el efecto de la naturaleza del ion
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metalico central sobre las propiedades estructurales,
fisicoquimicas y biolégicas de los compuestos

obtenidos.
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3.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo se describen los métodos utilizados en cada una de las etapas
de este Trabajo de Tesis: sintesis, caracterizaciéon analitica, estructural y fisicoquimica,
ensayos bioldgicos y estudios de mecanismo de accién de los complejos metalicos en
estudio. Previamente a la descripcion de alguna de las técnicas utilizadas se

fundamenta su utilidad en el marco de los objetivos del presente trabajo.

3.1.1 REACTIVOS

Los reactivos para la sintesis de los ligandos tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro-2-
furaldehido, las sales metalicas, los disolventes, asi como los ligandos bisfosfonatos
risedronato (C;HyoNO-P,Na-2,5H,0, NaRis-2,5H,0), alendronato (C4H12,NOsP,Na-3H,0,
NaAle-3H,0), pamidronato (CsH9NO,P;,Nas, Na,Pam), e ibandronato
(CoH21NO7P;Na-H,0, Nalba-H,0) y todos los reactivos que se encuentran disponibles
comercialmente fueron utilizados sin posterior purificacién. El complejo precursor

[Ru"(p-cimeno)(Cl)],Cl, fue sintetizado segun procedimientos ya establecidos [1,2].

3.2 SINTESIS

3.2.1 SINTESIS DE LIGANDOS TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE 5-NITROFURANO
Las tiosemicarbazonas seleccionadas para este Trabajo de Tesis (5-nitro-2-furaldehido
tiosemicarbazona (HL1), 5-nitro-2-furaldehido-N*-metil-tiosemicarbazona (HL2), 5-
nitro-2-furaldehido-N*-etil-tiosemicarbazona  (HL3), 5-nitro-2-furaldehido-N’-fenil-

tiosemicarbazona (HL4)) fueron sintetizadas siguiendo metodologias previamente

descritas [2], segun el procedimiento general que se muestra en la Figura 1.
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Figura 1: Sintesis de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano.

Se parte de 5-nitro-2-furaldehido y la tiosemicarbazida correspondiente. Los detalles
particulares de cada una de las sintesis fueron descritos previamente, asi como

también los detalles de su caracterizacion [2].

3.2.2 SINTESIS DE LOS COMPLEJOS

3.2.2.1 SINTESIS DE LOS COMPLEJOS METALICOS CON BISFOSFONATOS

Se obtuvieron dieciseis complejos metdlicos con metales de la primera serie de
transicion con los bisfosfonatos risedronato (Ris), alendronato (Ale), pamidronato
(Pam) e ibandronato (Iba). Todos los complejos se sintetizaron de manera similar. Se
disuelve entre 0,14-0,18 mmol de la sal del bisfosfonato, NaBP, (donde BP =
Ris-2,5H,0, Ale:3H,0, Pam, e Iba-H,0) en 5 mL de agua y se ajusta el pH de la solucion
resultante entre 2-4 para Ris, Ale y Pam y 5-6 para Iba, mediante agregado de HCl 0,1
M o NaOH 0,1 M. Luego, se agrega la cantidad correspondiente (0,07-0,09 mmol) de
MCl,-xH,0 (donde M = Mn, Co, NiyCuyx=4,6, 6y 2, respectivamente). Luego de 24

horas a temperatura ambiente se filtra el sélido obtenido.

3.2.2.2 SINTESIS DE LOS COMPLEJOS Ru-p-CIMENO CON TIOSEMICARBAZONAS
DERIVADAS DE 5-NITROFURANO

Para la sintesis de los complejos [Ruy(p-cimeno),(L);]X; (X = CI o PFg) con
tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano como ligandos se disuelve 0,0825 mmol
de [Ru"(p-cimeno)Cl,], en 5 mL de metanol y se agrega 0,165 mmol de HL2-HL4
disuelto en 5 mL de metanol. Se deja agitando la solucién durante 24 horas a
temperatura ambiente. En el caso de HL4, se filtra el sélido obtenido (RulL4). Para los

complejos con HL2 y HL3, se agrega 0,165 mmol de NaPFs a la solucion resultante y se
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obtiene un sélido cristalino que finalmente se filtra. Para la obtencion del complejo Ru-
p-cimeno con HL1 se disuelve 0,0825 mmol de [Ru"(p-cimeno)Cl,], en 5 mL de CH,Cl, y
se agregan 0,165 mmol de HL1 disueltos en 5 mL del mismo disolvente. Luego, se
calienta a reflujo la solucidn resultante durante 5 horas. Finalmente se filtra el sélido

rojo obtenido.

3.3 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICA

3.3.1 DETERMINACION DE LA FORMULA DE LOS COMPUESTOS

3.3.1.1 ANALISIS ELEMENTAL DE ELEMENTOS LIVIANOS

Los complejos fueron caracterizados por analisis elemental de C, N, H y S mediante un
analizador Thermo Flash 2000, con un procesador de datos Eager 200, perteneciente a

Facultad de Quimica.

3.3.1.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas brinda informacion para la determinacion de la formula
de un compuesto. El patréon de fragmentacién puede ayudar a la elucidacion de la
estructura del compuesto, a partir de la informaciéon que brinda en cuanto a los
atomos, o grupos atémicos, que se encuentran enlazados.

Se utilizd esta técnica para estudiar el patrén de fragmentacion de los complejos
[Ruz(p-cimeno),(L),]X, (X = Cl o PFg) con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano
COmo apoyo para su caracterizacidon y la determinacion de su formula y estructura.

Los estudios de espectrometria de masas (ESI-MS) de los complejos de la serie Ru-p-
cimeno fueron realizados en un espectrometro Varian lon Trap 500-MS en el Instituto
Superior Técnico, Universidade Técnica de Lisboa, bajo la supervision del Dr. Jodo
Costa-Pessoa. Se utilizé metanol como solvente. Cada espectro se obtuvo como la

combinacion de varios escaneos para cada muestra.
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3.3.1.3 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

El analisis termogravimétrico es una técnica que permite determinar, entre otras
cosas, la cantidad de moléculas de agua de hidratacidon que presenta la formula del
compuesto, mediante el aumento sucesivo de la temperatura y medida de la
disminucion de masa de la muestra en funcién del mismo.

Se utilizé esta técnica para estudiar la cantidad de moléculas de agua de hidratacién
presentes en la formula de los compuestos obtenidos con bisfosfonatos.

El andlisis termogravimétrico se realizé en la Catedra de Fisicoquimica, Facultad de
Quimica, Universidad de la Republica, bajo la supervision del Dr. Jorge Castiglioni. El
experimento se realizd en una termobalanza Shimadzu TGA 50 con una celda de
platino, trabajando bajo inyeccién de nitrégeno (50 mL.min™) y una velocidad de
calentamiento de 0,5 2C min (desde temperatura ambiente a 80 C) y 1,0 °C min™

(rango de 80 - 350 2C).

3.3.1.3 MEDIDAS DE CONDUCTIVIDAD

Las medidas de conductividad de los complejos en solucidon permiten determinar si se
trata de un complejo neutro o cargado. Si éste resulta cargado también permiten
determinar de qué tipo de electrolito se trata. Existen datos bibliograficos de
conductividades molares para numerosos complejos en diferentes solventes. Por
comparacion de la conductividad molar determinada para los complejos, con los datos
bibliograficos en un mismo solvente, se puede determinar el tipo de electrolito
presente en solucion [3].

Las medidas de conductividad se realizaron a 25 °C en soluciones 10° M de los
complejos en distintos disolventes (DMSO, DMF). La conductividad se midid con un

conductimetro 4310 Jenway.
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3.3.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

3.3.2.1 ESTRUCTURA AL ESTADO SOLIDO

3.3.2.1.1 ESPECTROSCOPIA IR

La espectroscopia infrarroja (IR) como técnica de caracterizacién permite, a partir de
los corrimientos dados en las sefiales de los espectros vibracionales infrarrojos de los
compuestos metalicos obtenidos, determinar la presencia de los distintos ligandos de
interés y coligandos coordinados al metal por comparacion con los espectros
obtenidos para los ligandos libres. A su vez, estos corrimientos sugieren cual es el sitio
de unidén del ligando al metal central y qué sectores del ligando no estan involucrados
en la coordinacion.

La simetria de la molécula en estudio determinara el nUmero esperado de bandas
activas en el IR. Ademas, la frecuencia de estiramiento de un determinado enlace
estard relacionada con la fuerza y la distancia de enlace. Variaciones en esta frecuencia
entre diferentes complejos de una familia permite deducir aspectos relacionados con
la coordinacién y con la naturaleza electrénica de los demas ligandos presentes en el
complejo.

Los espectros FTIR (4000-200 cm™) fueron medidos en pastillas de KBr o de Csl en un
instrumento Bomen M102 de la Catedra de Quimica Inorganica, Facultad de Quimica,
Universidad de la Republica.

Los espectros Raman se realizaron en un equipo Bruker IF 66 (accesorio FRA 106)
perteneciente al Centro de Quimica Inorganica (CEQUINOR), Facultad de Ciencias

Exactas, Universidad de La Plata, Argentina.

3.3.2.1.2 DIFRACCION DE RAYOS X EN MONOCRISTAL Y EN POLVO

La difraccion de rayos X, tanto en monocristal como en polvo microcristalino, es una
técnica consistente en hacer pasar un haz de rayos X a través de un cristal de la
sustancia en estudio. El haz se escinde en varias direcciones debido a la simetria de la

agrupacion de atomos y, por difraccion, da lugar a un patréon de intensidades que se
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pueden interpretar, aplicando la Ley de Bragg, segun la ubicacion de los atomos en el
cristal.
Se resolvio la estructura cristalina por difraccion de rayos X de los monocristales de los
complejos y de polvos microcristalinos obtenidos.
La obtencién de los monocristales adecuados para la resolucién de una estructura por
difraccion de rayos X constituye el paso limitante para la aplicaciéon de esta técnica. En
este trabajo se aplicaron distintos métodos para la obtencién de dichos monocristales:

- evaporaciéon lenta del disolvente o de mezclas de disolventes de distinta

volatilidad a temperatura ambiente o en un rango de -5 °C a 25 °C

- recristalizacidon por cambio de temperatura

- difusion lenta de disolventes miscibles

- disolucidn de vapor de disolventes volatiles en disolventes no volatiles

- disolucion lenta de sales de con contraiones voluminosos
En muchos casos la baja solubilidad de los compuestos limitd de forma importante los
métodos a ensayar.
Los estudios de difracciéon de rayos X en monocristal fueron realizados por el Dr.
Franco Caruso, en el Istituto di Chimica Biomolecolare, Consiglio Nazionale delle
Ricerche, Roma, Italia. Ademas, los datos cristalograficos fueron recolectados
utilizando bajas temperatura y una radiacion MoKa. monocromada a través de grafito
en un difractdbmetro de rayos X Bruker SMART APEX Il CCD. Los datos fueron
estudiados con el programa Mercury, version 1.2.1, para analizar el empaquetamiento
cristalino, angulos de torsidn, distancias entre atomos no enlazados, entre otros.
Los estudios de difraccién de rayos X en polvo microcristalino fueron realizados por el
Dr. Ricardo Faccio, en el Laboratorio de Cristalografia, Estado Sélido y Materiales,
Facultad de Quimica, Universidad de la Republica. Los datos cristalograficos fueron
obtenidos utilizando un difractdmetro de polvo Rigaku ULTIMA IV, radio 285 nm,
operando en una geometria Bragg Brentano. Ademas, se utilizd una radicacién CuKo
(A= 1,5418 A) monocromada con un haz difractado a través de un cristal de germanio
para recolectar datos en el rango 2-70° 20 utilizando un detector de centelleo. Se
fijaron cortes de 1/3° para la recoleccion de datos. Las posiciones de los picos se
extrajeron de los datos utilizando un software POWDERX [4] y el indexado de picos, asi

como la determinacion de la celda unidad se realizaron con un software DICVOLO4 [5]
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a efectos de determinar la celda unidad y la geometria de los grupos espaciales en las

muestras cristalinas.

3.3.2.2 ESTRUCTURA EN SOLUCION

3.3.2.2.1 ESPECTROSCOPIA DE RMN

La espectroscopia RMN es una fuente importante de informacion estructural para la
caracterizacion de compuestos de coordinacidon, en particular, de complejos
diamagnéticos. Los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento entre
nucleos brindan informacién del entorno quimico del nucleo en estudio. Esta técnica
permite determinar la naturaleza de los grupos quimicos presentes y apoya la
determinacion de la geometria y la simetria molecular y las relaciones estereoquimicas
entre grupos.

Se obtuvieron los espectros de ‘H-RMN. Se realizaron experimentos de correlacién
heteronuclear (HMQC y HMBC) para facilitar la asignacion de las sefiales. Estos
experimentos se utilizaron, en primera instancia, para confirmar la presencia de los
ligandos en los distintos complejos. Ademds, se obtuvieron patrones de
desplazamiento quimico de las sefiales de los complejos en relacion a los ligandos
libres permitiendo concluir acerca de la estructura de los mismos en solucién.

Por otro lado, a partir de las caracteristicas de los espectros de *H-RMN (ancho de los
picos y desplazamientos quimicos) se concluyd respecto a las propiedades magnéticas
de estos complejos. Los resultados fueron correlacionados con la posible geometria
del complejo y con el estado de oxidacidon del metal central a efectos de postular,

cuando no era conocida, una férmula para los mismos.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de *H fueron realizados a 30°C en
DMSO-d¢ para los complejos derivados de Ru-p-cimeno en un instrumento Bruker
DPX-400 a 400 MHz en la Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica. Se
realizaron algunos experimentos variando la temperatura de trabajo para detectar la
presencia de distintos conférmeros en solucién. Previamente se determind la

estabilidad de los complejos en el disolvente del ensayo. Los experimentos de
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correlacién heteronuclear (2D-HETCOR), HMQC y HMBC, fueron realizados con el

mismo equipo utilizando los softwares disponibles.

3.3.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

3.3.3.1 ESTABILIDAD EN SOLUCION ACUOSA

El estudio de la estabilidad de los complejos en solucién acuosa en relacion a posibles
procesos redox o de sustitucion, resulta relevante para determinar la naturaleza de la
especie potencialmente activa. Por un lado, es necesario determinar si el ligando de
interés es capaz de permanecer unido al metal por lo menos hasta alcanzar su sitio de
accioén. Por otro lado, la sustitucion de ligandos labiles por agua en el medio biolégico,
previamente a su interaccién con biomoléculas como proteinas o ADN, ha sido
ampliamente estudiada para compuestos organometalicos con actividad antitumoral
[6-9]. Por lo tanto, resulta importante el estudio de estos procesos de hidrdlisis.

Se estudid la estabilidad de los complejos de la serie Ru-p-cimeno en una mezcla
DMSO : buffer fosfato pH = 7,4 (% de DMSO en la mezcla menor al 1%). Dicho estudio
se realizé en condiciones que pudieran ser extrapolables a las existentes en los
ensayos de actividad bioldgica. Se incubaron soluciones de los complejos de
concentracion adecuada a 37 2C y se determind espectrofotométricamente la
variaciéon del espectro electrénico de los mismos con el tiempo. Se midid, ademas, la
variaciéon de la conductividad de las soluciones con el tiempo para detectar la

formacion de especies cargadas.

3.3.3.4 VOLTAMETRIA CiCLICA

Las técnicas electroquimicas constituyen herramientas Utiles para la caracterizacion de
complejos en solucién. En este trabajo, el andlisis de los resultados obtenidos de los
compuestos metdlicos con bisfosfonatos, se utilizd para determinar presencia de
especies complejas en solucion. Ademds, en este trabajo se utilizé la técnica de
voltametria ciclica con el fin de determinar la variacion del potencial de reduccién del

grupo nitro de los ligandos derivados de 5-nitrofurano como consecuencia de la
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coordinacion. Uno de los mecanismos de accién antichagasica propuesto para estos
ultimos ligandos seleccionados (tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano) en este
trabajo, por analogia con Nifurtimox, es la formacién de radicales libres toxicos para el
pardsito (anién radical nitro, derivados nitrosos, etc.) como consecuencia de la
reduccion metabdlica del grupo nitro [10-12]. Esta capacidad de generar radicales
libres depende entre otros factores del potencial de reduccién del grupo nitro. Por lo
tanto, es importante conocer cdmo se modifica, luego de la coordinacién, el potencial
de reduccion de ese grupo, a fin de establecer una correlaciéon con la actividad
tripanosomicida.

Para los estudios de comportamiento electroquimico por voltametria ciclica se utilizd
un equipo Metrohm 693 VA con un convertidor de voltaje-corriente (694 VA Stand)
para medir la corriente resultante y un registrador (693 VA Processor). Se utilizé una
celda de 10 mL de tres electrodos, donde un electrodo de gota colgante de mercurio
(HDME) fue empleado como electrodo de trabajo, un alambre de platino fue utilizado
como electrodo auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl fue utilizado como electrodo de
referencia. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente en ausencia de oxigeno
disuelto.

Para los compuestos metalicos con ligandos bisfosfonatos se utilizaron soluciones
acuosas de los complejos de concentracién 0,5 mM (buffer fosfato pH = 7; 0,1 M). El
propio buffer se utilizd como electrolito soporte.

Los estudios de comportamiento electroquimico por voltametria ciclica para los
compuestos metdlicos Ru-p-cimeno con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano
fueron realizados en DMSO (aproximadamente 10> M) utilizando perclorato de

tetrabutilamonio (TBAP) (aproximadamente 0,1 M) como electrolito soporte.
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3.4 ACTIIVIDAD BIOLOGICA DE COMPLEJOS METALICOS CON BISFOSFONATOS

3.4.1 ESTUDIOS IN VITRO

3.4.1.1 ACTIVIDAD ANTI T. cruzi IN VITRO

3.4.1.1.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi (CEPA
TULAHUEN 2)

La determinacion de la actividad bioldgica in vitro sobre la forma epimastigota de T.
cruzi se realizd en las mismas condiciones previamente descritas para los ligandos
[2,13,14]. Estos ensayos fueron realizados por el grupo de investigacion del Dr. Hugo
Cerecetto en el Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias,
Montevideo, Uruguay.

La forma epimastigota del parasito T. cruzi (cepa Tulahuen 2) fue cultivada a 28 °C en
un medio axénico (infusidon de cerebro-corazén (BHI)-triptosa agar), complementado
con un 5-10% de suero fetal bovino. Las células de un cultivo de 5 dias fueron
inoculadas en 50 mL de medio de cultivo fresco para dar una concentracion inicial de
1x10° células/mL. El crecimiento de las células fue seguido por medidas diarias de la
absorbancia del cultivo a 600 nm durante un periodo de 11 dias. Antes de la
inoculacidn se agregaron a los medios dosis fijas de los compuestos a evaluar a partir
de una solucion stock en buffer fosfato pH = 7,4. La capacidad de los compuestos de
inhibir el crecimiento del parasito se evalud, por triplicado, en comparacion con el
control (ningun farmaco afadido al medio). El control se realizd en ausencia de
cualquier compuesto a testear. El porcentaje de inhibiciéon del crecimiento (PIC) se
calculd como sigue: % = {1-[(As-Agp)/(Ac-Aoc)]}x100 donde A,=Asoo del cultivo que
contiene el farmaco en el dia 5; Aop=Asoo del cultivo que contiene el farmaco después
de la adicién de los indculos (dia 0), Ac=Ago0 del cultivo en ausencia de cualquier
farmaco (control) en el dia 5; Agc=Ac00 €n ausencia del farmaco en el dia 0. Se utilizaron
nifurtimox y benznidazol como farmacos tripanosomicidas de referencia. Los valores
reportados son la media de tres experimentos independientes con una desviacion

estandar menor al 10%.
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3.4.1.1.2 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE AMASTIGOTAS INTRACELULARES DE T.

cruzi

La determinacién de la actividad bioldgica in vitro, sobre la forma amastigota de T.
cruzi, se realizé, nuevamente, en las mismas condiciones que para los ligandos
correspondientes [2,14]. Estos ensayos fueron realizados por el grupo de investigaciéon
del Dr. Roberto Docampo en el Center for Tropical and Emerging Global Diseases and
Department of Cellular Biology, University of Georgia, Athens, USA.

Las células Vero (3,4x10* cel/plato), previamente irradiadas con Gamma (2,000 Rads)
fueron cultivadas en una placa de 96 celdas de fondo claro (Greiner Bio-One) en 100
uL de un medio J-RPMI (Sigma) con 10% de suero fetal bovino (FBS). Los cultivos se
incubaron durante una noche a 35 2Cy 7% de CO,. Luego de la incubacidn, se inocula
3,4x10° unidades de tripomastigotas/celda (cepa CL sobre-expresando una proteina
fluorescente proveniente de Tomate rojo [15]) en 50 ulL, y se dejaron incubar durante
5 horas a 35 eC y 7% de CO,. Luego de la infeccion, las celdas se lavan una vez con
solucidn Hanks (150 ul/celda) a efectos de eliminar cualquier pardsito extracelular.
Luego, se agregan diluciones seriadas de los compuestos en medio Roswell Park
Memorial Medium (RPMI) en volumenes de 150 uL. Cada solucién se tested por
cuadruplicado. Cada celda que contenia el control con las células hospedero y sin
pardsito (para chequeo del blanco), controles con dos diluciones de drogas
representativas y sin pardsitos (para ensayos de citotoxicidad), y controles con
pardsitos en ausencia de drogas (control positivo). Benznidazol fue utilizado como
control positivo en concentraciones de 3,5y 1,5 uM. Luego de la adicion de la droga,
las celdas se incuban a 35 2Cy 7% de CO,. En el dia 3 post-infeccidn, las celdas fueron
estudiadas mediante fluorescencia. Los valores de Clsg se determinaron a partir de un
analisis de regresion no lineal utilizando SigmaPlot.

Con el fin de determinar el grado de selectividad en la accién citotéxica de los
complejos metalicos de bisfosfonatos obtenidos en este trabajo se estimé la toxicidad

de los compuestos en las células Vero utilizadas.
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3.4.2 ESTUDIO DE MECANISMO DE ACCION

3.4.2.1 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA FARNESIL DIFOSFATO SINTASA DE T. cruzi
(TCFPPS)

Los estudios de inhibicion de actividad de la enzima farnesil difosfato sintasa de T. cruzi
(TcFPPS) permiten dilucidar si el mecanismo de accién de los ligandos como
antiparasitarios se conserva en los complejos y si existe alguna correlacion entre los
datos de inhibicion enzimatica y los datos de inhibicion de crecimiento de los
parasitos. Se realizaron ensayos sobre la FPPS humana (HsFPPS) con el fin de estudiar
la selectividad de los compuestos.

Estos ensayos se llevaron a cabo en el Tropical and Emerging Diseases and Cellular
Biology Department, University of Georgia, United States, bajo la supervision del Dr.
Roberto Docampo.

Se obtiene, expresa, y purifica la HsFPPS y la TcFPPS tal como fue descrito previamente
[16,17]. Se precalienta, a 37 °C, una mezcla de 150 uL de buffer HEPES (10 mM HEPES
acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico)) pH= 7,4, MgCl, 5 mM, ditiotreitol 2
mM, [4-*C]IPP (isopentenil difosfato) 4,7 uM y DMAPP (dimetilalil pirofosfato) 55 uM.
El ensayo se inicia mediante la adicién de 10-20 ng de la proteina recombinante y se
deja reaccionar durante 30 minutos a 37 2C, y se concluye con la adicién de HCl 6 M
(10 uL). La solucidn resultante se alcaliniza con NaOH 6 M (15 ulL), diluye en agua (0,7
mL) y extrae con hexano (1 mL). Luego, la solucién de hexano se lava con agua y se
transfiere a un vial de centelleo para su cuantificacion. Se define una unidad de
actividad enzimatica como la actividad requerida para incorporar 1 nmol de [4-*C]IPP
en [14-14C]IPP en 1 minuto. Los valores de ICsq se determinaron mediante un analisis

de regresion no lineal utilizando Sigma-Plot.

3.4.2.2 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA SOLANESIL DIFOSFATO SINTASA DE T.
cruzi (TcSPPS)

La actividad de la enzima fue determinada mediante un ensayo radiométrico.

Brevemente, 100 pL de buffer Tris-HCI 100mM, pH=7,4, 1mM MgCl,, 1% (v/v) Triton X-
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100, 7,07 puM [4-'*C]IPP (10 uCi/lmol)), y 50 uM GGPP fueron pre entibiados a 37 °C. El
ensayo se inicia con el agregado de 10-20 ng de proteina recombinante. La reaccién
procede por 30 minutos a 37°C y se detiene por enfriamiento en bafio de hielo. Los
productos de la reaccion se extraen con 1 mL de butanol saturado con agua. La capa
organica se lava con butanol saturado con NaCl y se transfiere a un vial de centelleo
con 4 mL de soluciéon de Ecolume para el conteo. Se define una unidad de actividad
enzimatica como la actividad requerida para incorporar 1 nmol de [4-**C]IPP en [4-
14C]IPP en 1 minuto. Los valores de Clsy se determinaron mediante un andlisis de

regresion no lineal utilizando Sigma-Plot.

3.4.2.3 INTERACCION CON PROTEINAS

La interaccion de un farmaco con las proteinas del plasma tiene importantes
consecuencias sobre las propiedades farmacocinéticas del mismo. En particular, los
cambios producidos en la biodistribucién y biodisponibilidad a partir de su unién a las
proteinas pueden resultar en la modificacién o pérdida total de su actividad biolégica
[18-20].

Las proteinas del plasma poseen una gran cantidad de sitios de unién para un metal,
mayoritariamente N y S de distintos residuos aminoacidicos. Por lo que la interaccion
de un metalofarmaco con las proteinas del plasma es posible [18]. Esta unidn, si es
irreversible, puede determinar la inactivacién total del complejo o, en otros casos,
puede servir, como mecanismo de transporte del farmaco hacia la célula blanco. Por
otro lado, las modificaciones estructurales producidas por la unién de un complejo a la
albumina por ejemplo, pueden formar parte del mecanismo de acciéon de dicho
complejo [20]. La albumina es la proteina mds abundante del plasma por lo que se la
suele utilizar como modelo para los estudios de interaccion con proteinas.

Los estudios de interaccion con albumina sérica bovina (BSA) de los complejos
metalicos de bisfosfonato fueron realizados en la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Republica de acuerdo a métodos previamente reportados [19]. Se
incubdé a 37 °C la proteina (500 uM) con una cantidad del complejo metalico en
relacion 1:1 en buffer fosfato 100 mM, pH = 7,4, NaCl = 0,15 M durante 48 horas.

Luego, a partir de las diferencias en los pesos moleculares, se separa la BSA
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(incluyendo BSA unida al complejo metalico) del resto de los componentes de la
solucién (complejo metdlico libre) mediante ultrafiltracion con Centrikon (corte
10.000). Se realizd un ensayo de control (sin adicién de BSA) para descartar la posible
adsorcién de los complejos a los filtros. La cantidad de complejo no unido en el filtrado
fue cuantificada mediante espectrometria de absorcién atdmica utilizando un

espectrometro Perkin ElImer 5000.

3.4.3 ESTUDIOS IN VIVO

Los estudios in vivo fueron realizados por personal especializado en el Tropical and
Emerging Diseases and Cellular Biology Department, University of Georgia, United
States, bajo la supervision del Dr. Roberto Docampo.

La actividad biolégica contra Trypanosoma cruzi fue evaluada in vivo en ratones
machos Swiss albinos (6 a 8 semanas de edad, 30 g de peso) infectados
experimentalmente (tripomastigotas circulantes de la cepa CL, clon Brener de T. cruzi,
que produce su pico de parasitemia 21 a 25 dias después de la infeccion) por via
intraperitoneal con 5000 parasitos (fase aguda) [21].

Estos fueron tratados luego del noveno dia de infeccién y durante 2 semanas con
benznidazol (50 mg/Kg/dia) o con los compuestos en estudio (5 mg/Kg/dia),
administrados por via oral. Los ratones infectados no tratados recibieron 200 uL de
una solucion salina fosfatada. Se evalud la eficacia del tratamiento por conteo semanal
del nimero de parasitos en sangre periférica [22] durante 8 semanas y observacién de

la mortandad [21, 23-25].
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3.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE COMPLEJOS Ru-p-CIMENO CON TIOSEMICARBAZONAS
DERIVADAS DE 5-NITROFURANO

3.5.1 ESTUDIOS IN VITRO

3.5.1.1 ACTIVIDAD ANTI T. cruzi IN VITRO

Todos los estudios de actividad anti T. cruzi in vitro fueron realizados con cepas
pertenecientes al Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad de

Medicina, Universidad de Chile bajo la supervision del Dr. Juan Diego Maya.

3.5.1.1.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

La inhibicidon del crecimiento de epimastigotas de T. cruzi se realizé segin métodos
previamente descritos [26-27]. La forma epimastigota del parasito, cepa Dm28c, fue
cultivada a 28 °C en un medio Diamond monofasico, pero sustituyendo la sangre por
hemina 4 uM. Se agregd suero fetal bovino hasta una concentracién final de 4%.
Luego, se adicionaron los compuestos disueltos en DMSO (concentracién final de 1%) a
una suspension de 3x10° epimastigotas/mL. El crecimiento del parasito fue seguido
por nefelometria (procedimiento analitico similar a la turbidimetria que se basa en la
medida de la dispersion de la radiacion que atraviesa un medio con particulas en
suspension) durante 10 dias. Se comprobd que este % de DMSO no tiene ningun
efecto por si mismo sobre la proliferacion de los parasitos (no se observo efecto en el
crecimiento de epimastigotas por la presencia de hasta 1% DMSO en los medios de
cultivo). La capacidad de los compuestos de inhibir el crecimiento del parasito se
evaluo, por triplicado, en comparacién con el control (ningun farmaco afiadido al
medio). El control se realizd con la presencia de DMSO 1% y con la ausencia de
cualquier compuesto a testear. A partir de la curva de crecimiento exponencial de
epimastigota, se calcula la constante de crecimiento del cultivo (kc) para cada
concentracion de compuesto y para los controles (coeficiente de regresién > 0,9, p <
0,05). Esta constante corresponde a la pendiente resultante del grafico del logaritmo

neperiano (Ln) de la lectura nefelométrica en funciéon del tiempo [27]. Una vez
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establecida la actividad a dosis fija se determinaron curvas dosis-respuesta y se
calcularon valores de Clis, (concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento del
parasito). El porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) se calculé mediante un
analisis de regresiéon lineal de los valores de K obtenidos y las concentraciones
utilizadas en el experimento. Los valores reportados corresponden a la media de tres

experimentos independientes

3.5.1.1.2 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE TRIPOMASTIGOTAS INTRACELULARES DE

T. cruzi

Se infectaron células Vero con tripomastigotas metaciclicas a partir de cultivos
envejecidos de epimastigotas (cepas Dm28c o Y). Posteriormente, las tripomastigotas
cosechadas a partir de este cultivo fueron utilizadas para infectar mas cultivos Vero
hasta una densidad de 1x10° parasitos / 25 cm?. Estos células Vero infectadas fueron
incubadas de 5 a 7 dias a 37 2C, en aire humidificado con 5% de CO,. Después de ese
tiempo, el medio de cultivo fue centrifugado a 3.000 g durante 5 minutos, y los pellets
de tripomastigotas se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 5% de suero
fetal bovino vy penicilina-estreptomicina hasta una densidad final de 1x10’
parasitos/mL (2,10x10® tripomastigotas equivalen a 1 mg de proteina o 12 mg de peso
himedo). Los ensayos de viabilidad fueron realizados utilizando el método de
reduccion MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), tal como
fue previamente descrito [28,29]. Esta reduccién metabdlica produce formazan de
color azul, cuya concentracion se determina espectrofotométricamente y permite
determinar asi, la viabilidad celular. En forma breve, se incubaron 1x10’
tripomastigotas en medio de cultivo RPMI-suero fetal bovino a 37 2C durante 48 horas
con (y sin) los complejos de estudio en concentraciones finales de 5-100 uM. Se
extrajo una alicuota de la suspensidén de parasitos y se la incubd en una placa de 96
pocillos a la cual se le agregd MTT (concentracién final de 0,5 mg/mL, incubado
durante 4 horas a 28 2C), se la solubilizé con dodecil sulfato 10% y HCI 0,1 mM vy se la
incubd una noche.

La formacion de formazan se cuantificé a 570 nm con la referencia a 690 nm en un

lector de pocillos multiples (Labsystems Multiskan MS). Los parasitos sin tratar fueron
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utilizados como control negativo (viabilidad de 100%). Finalmente, se realizd un
analisis de regresién no lineal, graficando Log de las concentraciones en funcién de la
respuesta normalizada, utilizando el software GraphPad prism. Los resultados se
expresaron como valores de Clso. La significancia estadistica fue calculada utilizando el
test de Mann-Whitney para las comparaciones no paramétricas entre los tratamientos

de los grupos.

3.5.1.2 ACTIVIDAD ANTI T. brucei IN VITRO

Este ensayo fue realizado en el Grupo de Biologia Redox de Trypanosomas del Institut
Pasteur de Montevideo, bajo la supervisién del Dr. Marcelo Comini.

La forma infectiva de T. brucei brucei cepa 427, linea celular 449 (codificando una copia
de la proteina represora de tet: Pleo®) [30], fue cultivada de forma aerdbica en un
incubador humidificado a 37 2C con 5% CO, en un medio HMI-9 [31] suplementado
con un 10% (v/v) de suero de timo de ternera (FCS), penicilina 10 U/mL, streptomicina
10 ug/mL y 0,2 ug/mL de fleomicina. Se prepararon soluciones stock 10 mM de los
compuestos a testear y del precursor [Ru(p-cimeno)Cl,], utilizando DMSO como
disolvente y luego se prepararon diluciones en medio de cultivo a fin de obtener 5
concentraciones experimentales (desde 100 uM hasta 0,01 uM). Los controles
incluyeron el vehiculo para el compuesto (DMSO) a concentraciones finales del rango
de 0,0001 a 1% (v/v) y medio de cultvo (control de crecimiento). Cada condicién fue
testeada por triplicado. El efecto citotéxico de los compuestos como tripanosomicidas
fue evaluado por conteo celular absoluto. Los tripanosomas fueron cultivados y
crecidos hasta la fase exponencial, cosechados por centrifugacion a 2000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente y suspendidos a una densidad de 5x10° cel/mL en
medio de cultivo fresco. Luego, se inoculd 1 mL de la suspension celular en cada pocillo
de una placa de 24 pocillos. Inmediatamente se agregd el DMSO o los compuestos a
las concentraciones descritas anteriormente y la placa se incubd a 37 2C con 5% CO,.
Luego de 24 horas, se realizd un conteo de los parasitos vivos en una cdmara Neubauer
bajo microscopio 6ptico o por citometria de flujo. Para la primera técnica de conteo,
los parasitos en los pocillos se suspendieron mediante pipeteo, si fuera necesario, se

diluyeron en buffer fosfato salino con 1%(m/v) de glucosa, y luego se cargaron en la
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camara Neubauer. Los parasitos vivos fueron contados en ambas semi-camaras con el
microscopio Optico. La falta de motilidad o morfologia anormal fue utilizado como
criterio para descartar los parasitos muertos. Para el andlisis por citometria, se realizé
una toma de 490 ulL de cada pocillo y se adicionaron 10 uL de Count Bright™
(Invitrogen) como standard interno de conteo. La mezcla se homogeneizé mediante
vortex brevemente y se analizé utilizando un citémetro de flujo CyAn™ ADP (Dako).
Los parametros del instrumento se ajustaron para poder discriminar las células de los
debris, y para detectar las microesferas acorde a su fluorescencia (hex 488 nm). Los
resultados se analizaron en un software Summit 4.3 (Dako). Para cada concentracion
de compuesto, la citotoxicidad fue calculada de acuerdo a la siguiente ecuacidén:
Citotoxicidad (%) = (valor experimental — control de DMSO)/(control de crecimiento —
control de DMSQ) x 100. El resultado es la media de tres densidades celulares con la

“0) " respectivamente. Los datos se graficaron

abosrbancia corregida a 450 nm (A;
como porcentaje de citotoxicidad en funcién de la concentracion de compuesto. Los
valores de Clsp fueron obtenidos a partir de curvas de dosis-respuesta ajustadas a una
ecuacién sigmoidal (modelo de Boltzmann) o fueron extrapoladas de graficos no

lineales ajustados.

3.5.1.3 CITOTOXICIDAD INESPECIFICA EN MACROFAGOS

La toxicidad y la actividad biolégica de los nitroderivados estan intimamente
relacionadas ya que la formacién de radicales toxicos para el parasito genera también
dafio en el huésped. Con el fin de determinar el grado de selectividad en la accién
citotoxica de los complejos Ru-p-cimeno obtenidos en este trabajo se realizaron
ensayos de citotoxicidad inespecifica frente a macréfagos murinos. Dichos ensayos
fueron realizados por el grupo del Dr. Marcelo Comini del Institut Pasteur de
Montevideo.

Los estudios se realizaron con macréfagos J774 que fueron cultivados en medio DMEM
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal de ternera (FCS), penicilina (10 U/mL), y
estreptomicina (10 wg/mL). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 2C en un
ambiente humidificado 5% C0O,/95% de aire. Se prepararon soluciones stock de los

compuestos a ser testeados, tal como fue descrito previamente para la actividad anti
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T. brucei. Cada condicidon fue realizada por triplicado. El efecto citotoxico de los
compuestos hacia los macrdfagos fue evaluado mediante un ensayo colorimétrico de
viabilidad celular utilizando sal de tetrazolio (reactivo WST-1). Para los macréfagos, se
dejo crecer las células hasta la fase mid-log, y luego fueron removidas de la placa de
cultivo mediante tripsinizacién durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido
de remocién mecanica. Luego de centrifugacion a 300 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente, el concentrado celular se resuspendié en medio de cultivo
fresco a una densidad celular de 5x10* celulas/mL. Se agregaron 250 uL de la
suspension celular a cada pocillo a una placa de microcultivo de 96 pocillos. Luego de
24 horas de incubacién a atmdsfera humidificada con 5% de CO, a 37 9C, el medio fue
reemplazado en cada pocillo por 200 uL de medio de cultivo fresco solo (control de
crecimiento) o por los compuestos o DMSO a diferentes concentraciones.
Consecutivamente, se realizé una nueva incubacién de 24 horas, se removio el medio
de cultivo y se lavaron los pocillos con dos porciones de 250 uL de medio de cultivo
fresco y precalentado. La viabilidad celular se estudié utilizando el reactivo WST-1
(Roche) diluido 1:10 en medio de cultivo. Luego, se agregaron 110 ul del reactivo
diluido a cada pocillo y se incubaron los mismos a 37 2C con 5% CO,. Luego de 3 horas,
se midid a 450 nm (longitud de onda de referencia a 630 nm), la absorbancia
producida por el colorante formazdn producido metabdlicamente por las células
activas. Esta medicion se realizé con una lectora de microplacas (Biotek) modelo 800
EL. Los pocillos de control (n = 12) conteniendo reactivo de proliferacién celular pero
sin células, fueron incluidos como blancos. Los valores de absorbancia, corregidos a

450 nm, fueron obtenidos de la diferencia entre el valor de absorbancia a 630 nmy el

0450_ A 450 630nm 450nm
=A-A ).

blanco promedio (por ejemplo: A; Finalmente se

'Ablanco
calcularon los valores de citotoxicidad, y los valores de Clsg se obtuvieron como fue

previamente descrito para la citotoxicidad en T. brucei brucei.
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3.5.2 ESTUDIO DE MECANISMO DE ACCION

3.5.2.1 FORMACION INTRAPARASITARIA DE RADICALES LIBRES

El mecanismo de accién de los nitroderivados seleccionados como ligandos involucra la
biorreduccion del grupo nitro, generando un anién radical nitro. Como se muestra en
la Figura 2, dicho radical puede participar en procesos de reciclaje redox reaccionando
con el oxigeno para formar el anién superdxido, perdxido de hidrégeno, radical OH y

peroxinitrito.

JC) S NO
. Fe 2+ o
R-N(Saz 02 H,0, —— OH

Figura 2: Proceso de reciclaie redox en el aue particinan algunos nitro compuestos.

Con el fin de determinar si los complejos sintetizados en este trabajo actian por el
mecanismo mencionado se estudid la generacion de radicales libres inducida por los
complejos en la forma epimastigota de T. cruzi. Para ello se utilizé la técnica de
resonancia de espin electrénico (EPR) utilizando DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolina-N-

oxido) como atrapador de radicales libres (Figura 3).

HaC H,C H
+/ + bH —_— L]
HaC T HsC N OH
o o)
DMPO aducto DMPO-OH-

Figura 3: Esquema de la formacion del aducto DMPO-OH" por reaccion del radical hidroxilo con
DMPO.
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El uso de la técnica de “spin trapping” es necesaria debido a que los radicales del
oxigeno como el OH’ tienen una vida media muy corta a temperatura ambiente por lo
gue no es posible detectarlos por la técnica de EPR convencional. La funcion del DMPO
es reaccionar con los radicales formados generando aductos DMPO-radical cuya vida
media puede ser de varios minutos o aun horas. Por ejemplo, el aducto DMPO-OH*
tiene una vida media de 20 minutos aproximadamente [32-34].

Estos estudios se realizaron en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile bajo la supervisiéon del Dr. Claudio Olea-Azar, de acuerdo a
métodos descritos previamente [35].

Cada compuesto fue disuelto en DMF (grado espectroscépico) (aprox. 1 mM) y la
solucién fue adicionada a una mezcla conteniendo la forma epimastigota de T. cruzi
(cepa Dm28c, concentracion final de proteinas 4-8 mg/mL) y DMPO (concentracion
final de 250 mM). La mezcla se transfirid a un capilar de 50 ul. Los espectros EPR se
registraron en la banda X (9,85 GHz) usando un espectrémetro Bruker ECS 106, con
una cavidad rectangular y 50 KHz de modulacion de campo. Todos los espectros se

registraron en la misma escala después de 15 barridos [2].

3.5.2.2 INHIBICION DE LA CRUZIPAINA

La cruzipaina ha sido descripta como potencial blanco de accién de algunas
tiosemicarbazonas. El ensayo de inhibicién de la actividad de la enzima cruzipaina
permite determinar si ésta es un posible blanco de accion de los compuestos
obtenidos. El estudio se realizéd en la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica bajo la supervision de la Dra. Graciela Mahler.

La enzima cruzipaina se purifica a partir de epimastigotas de la cepa Tulahuen 2 de T.
cruzi, segun métodos previamente descritos [36]. La misma se incuba en una solucién
de TRIS-HCI 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, EDTA 100 mM, conteniendo ditiotreitol
(DTT) 1 M e inhibidor durante 5 minutos a 37 2C. Luego, el sustrato fluorogénico Z-
Phe-Arg-7-amido-4-metilcumarin clorhidrico (AMC) (constante de Michaelis-Menten:
Km =3 uM) se agrega para obtener 10 mM de sustrato. Los cambios en la intensidad de
fluorescencia correspondientes a la formacion del producto de hidrdlisis, 7-amino-4-

metilcumarina (AMC), fueron registrados durante 5 minutos en longitudes de onda de
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excitacion y de emisién de 390 nm y 460 nm, respectivamente, utilizando un lector de
microplacas de fluorescencia (FLUOstar* OPTIMA, BMG Labtechnologies). Se realizd
una curva de calibracién de unidades de fluorescencia (UF) vs. AMC (en el orden
micromolar) convirtiendo, previo a cada experimento, UF en formacién de AMC (en
micromolar). El volumen final del experimento fue de 200 ulL con una concentracién de
DMSO del 20%. A esa concentracion, el DMSO no afectd significativamente la actividad
de la cruzipaina. Soluciones stock (10 mM) de los inhibidores de rutenio fueron
preparadas en DMSO vy testeadas a 10 y 50 uM por duplicado. Los controles se
realizaron utilizando la enzima disuelta en DMSO. El porcentaje de inhibicion de
cruzipaina (IC) se calculé segun la siguiente ecuacion: IC (%)=(vi/v,)x 100 — 100, donde
Vi Y V, corresponde a la velocidad de formacion de AMC (uM/seg), con vy sin inhibidor,
respectivamente. Se utilizd trans-epoxisuccinil L-leucil-amido (4-guanidino) butano,

E64, 14 nM como control positivo (inhibicion de 100%) [37].

3.5.3 INTERACCION CON ADN

La interaccion de los complejos de rutenio con ADN ha sido descrita para muchos
complejos de este metal que presentan actividad antitumoral. El ADN ofrece varios
sitios potenciales de unidon con el metal. El tipo de interaccién se ve afectada por la
naturaleza del metal y su estado de oxidacion, la naturaleza de los ligandos vy la
esteroquimica del complejo metadlico, entre otros aspectos. La Figura 4 esquematiza

los posibles modos de interaccién de complejos metalicos con ADN [38].

intercalacion

esfera externa

intra-hebra

M inter-hebras

ruptura de hebras

Figura 4: Esquema de las posibles formas de interaccion de un complejo metdlico con ADN.



Las nucleobases son ligandos ambidentados que aun formando parte de los
nucledtidos y nucledsidos presentan diferentes sitios de coordinacion, principalmente
con N y/o O como atomos donores. Estas uniones ofrecen la posibilidad de crear
entrecruzamientos intra- e interhebras. La unién también puede darse, aunque es
menos frecuente, a través de los grupos fosfato o los oxigenos de los grupos hidroxilo
del azucar de los ribonucleétidos. Otra forma de unidn es la intercalacion que involucra
la insercidn, a través de interacciones de van der Waals, de moléculas planas entre dos
pares de bases vecinas. Por ultimo, la unién de un complejo a ADN puede generar la
ruptura de una o ambas hebras de la biomolécula. La ruptura de enlaces fosfato-azucar

o C-C en el esqueleto del azucar son las formas mas comunes [38].

3.5.3.1 INTERACCION CON ADN DE TIMO DE TERNERA

Los estudios de interaccion primaria con ADN de timo de ternera permiten determinar,
de forma preliminar, niveles de unidn al ADN y, en particular, permiten determinar la
existencia de interaccion y estimar su intensidad.

Los estudios se realizaron utilizando ADN de timo de ternero (CT ADN) (tipo I) y una
modificacion de un procedimiento previamente reportado [14, 39]. Se disolvié 50 mg
de CT ADN en 30 mL de agua y se dejé agitando durante toda la noche. Se determiné la
concentracion de ADN por espectroscopia de absorcién UV utilizando un coeficiente
de absortividad molar de 6.000 M cm™ a 260 nm. Las soluciones de los complejos en
DMSO (grado espectroscépico) (1 mL, 10 M) se incubaron a 37 °C con una solucién de
CT ADN (1 mL) durante 96 horas. Luego de varios lavados con NaCl 1M y etanol con le
fin de separar el complejo no unido, se determind la cantidad de metal unida al ADN
por espectroscopia de absorcion atéomica utilizando un equipo Perkin Elmer 5000 de
Facultad de Quimica. El ADN unido se cuantificd por espectroscopia electrdnica

utilizando un coeficiente de absortividad molar de 6000 M cm™ a 260 nm.

3.5.3.2 MEDIDAS DE VISCOSIDAD DEL ADN

Cuando se adicionan compuestos a soluciones de ADN, se pueden observar distintas

modificaciones de la viscosidad en la solucion resultante. Los compuestos metdlicos

82



qgue se unen al ADN covalentemente como el cisplatino producen generalmente una
disminucion de la viscosidad de la solucion. Los compuestos con actividad intercalante
clasica de ADN producen un incremento de la viscosidad [40,41]. Con esta técnica se
puede entonces determinar, por ejemplo, la capacidad de intercalacion de un
complejo en el ADN, analizando los cambios en la viscosidad de ADN generados por la
interaccion de los compuestos en estudio.

Los estudios de viscosidad fueron realizados en el Departamento de Quimica
Inorgénica, Universitat Barcelona, con el apoyo de la Dra. Virtudes Moreno, con un
viscosimetro modelo AND SV-10 utilizando un bafio de agua y un recipiente adecuado
para la termostatizacién a 25 2C. Las soluciones de cada complejo se prepararon por
disolucion en la minima cantidad de DMSO necesaria y adicion de agua (DMSO/agua
(4:1)) y fueron usadas inmediatamente luego de la preparacién. La solucién 1mM de
ADN de timo de ternero se diluyd 1:4 con Tris-EDTA (clorhidrato de Tris (hidroximetil)
aminometano-sal sddica de acido etilendiaminotetraacético, TE) (pH = 7,4). Para cada
complejo se afiadieron a la solucion de ADN de timo de ternero cantidades cada vez
mayores de la solucién de complejo madre para llegar a relaciones molares
complejo/ADN (r;) en el rango de 0-2,0. La cantidad de DMSO en las muestras nunca
supero el 2%. La viscosidad de cada muestra se midio varias veces a 25 2C después que
se lograra el equilibrio térmico (15 minutos). Los valores medios de las cinco
mediciones realizadas en intervalos de un minuto se utilizaron para evaluar la

viscosidad de cada muestra [42].

3.5.3.3 MICROSCOPIA DE FUERZAS ATOMICAS

La microscopia de fuerzas atdmicas (AFM) es una excelente herramienta para el
seguimiento de los efectos producidos en la estructura y conformacion del ADN,
permitiendo incluso cuantificar las modificaciones introducidas en los pardmetros
topoldgicos [43-49]. Se utilizd AFM para visualizar moléculas individuales de ADN y
analizar los efectos inducidos por la interaccion de los complejos sobre la
conformacion de las mismas. Esta técnica permite analizar los cambios en la longitud
de contorno y la distancia entre los extremos de las moléculas de ADN en funcién de la

concentracion de los complejos a nivel de moléculas individuales [50-52].
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Los estudios de AFM fueron también realizados en el Departamento de Quimica
Inorgénica, Universitat Barcelona, con el apoyo de la Dra. Virtudes Moreno.

Con el objetivo de optimizar la observacién de los cambios conformacionales en la
estructura terciaria del ADN plasmidico, el plasmido pBR322 se calentd a 60 2C durante
30 minutos para obtener mayoritariamente la forma circular. Se incubaron 15 ng de
ADN pBR322 en un volumen adecuado con la concentracion de compuestos necesaria
para obtener una relacién molar de pares de bases (pb)/compuesto (r;) 5:1. Los
complejos fueron disueltos en una minima cantidad de DMSO y se agregd buffer de
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (pH = 7,4) hasta la concentracién
requerida.

Las diferentes soluciones asi como el agua Milli-Q® se pasaron por filtros 0,2 um
FP030/3 (Schleicher & Schuell GMBH, Alemania). Se llevaron a cabo incubaciones a 37
oC durante 24 horas. Las muestras fueron preparadas colocando en una mica (Ted
Pella, Inc. Redding, California, EEUU) una gota de solucién de ADN o de ADN en
solucién de los compuestos. Después de la adsorcién durante cinco minutos a
temperatura ambiente, las muestras se enjuagaron durante 10 segundos en un chorro
de agua desionizada (18 MQcm™ provenientes de un sistema de purificacién de agua
Milli-Q®) directamente en la superficie. Las muestras se secaron con argén comprimido
y luego se registraron las imagenes de AFM. Estas imdagenes fueron exploradas
utilizando un instrumento NanoScope multimodo Ill AFM (Digital Instrumentals Inc.,
Santa Barbara, CA) que funciond en el modo de “tapping” en aire a una velocidad de
barrido de 1-3 Hz. La sonda de AFM fue de 125 mm de longitud. Se utilizé un cantilever
rectangular de silicio monocristalino con puntas “Si” cénicas integradas (Nanosensores
GmbH, Alemania), con una frecuencia de resonancia promedio f, = 330 KHz y
constante de resorte K = 50 N/m. Se utilizaron puntas de radio 10 nm, con un angulo
de cono de 35°. Las imagenes fueron obtenidas a temperatura ambiente (T = 23 + 2

oC) y la humedad relativa se mantuvo generalmente inferior al 40% [53].

3.5.4 INTERACCION CON PROTEINAS PLASMATICAS

Como ya ha sido mencionado, la unidon de un farmaco a proteinas plasmaticas es

reconocida como un paso crucial en la determinacidn de la biodisponibilidad [54], vy el
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estudio de la interaccidon con proteinas plasmaticas es indispensable en el desarrollo
de potenciales agentes terapéuticos [55].

La unién a la albumina en particular, juega un rol decisivo en la biodisponibilidad in
vivo de cualquier farmaco. La albumina sérica humana (HSA) consiste en una unica
cadena polipeptidica de 585 aminoacidos [55], organizados en tres dominios, y es la
proteina mas abundante en el plasma, correspondiendo a cerca del 60% del total de
las proteinas plasmaticas (aproximadamente 40 mg/mL o 600 uM).

Es la proteina transportadora no especifica mas importante en el sistema circulatorio,
y es caracterizada por su extraordinaria capacidad de unirse a una gran variedad, tanto
de compuestos metabdlicos enddgenos como farmacos terapéuticos exdgenos.
Ademas, tiene una fuerte influencia sobre las concentraciones de farmaco libre en
plasma, actuando como reservorio para el agente terapéutico (el cual puede resultar
accesible a concentraciones mas altas que las maximas solubles en plasma) o una ruta
de aclaramiento rapido (previniendo que el compuesto ejerza su efecto terapéutico) y
puede actuar como blanco pasivo debido a su absorcién en tejidos inflamados o
tejidos tumorales, debido a una vasculatura defectuosa y permeable, combinado con
la ausencia de un sistema de drenaje efectivo [56-59]. La unién a la albumina sérica
humana es en efecto, una primera aproximacién a la farmacocinética de cualquier
farmaco.

Los estudios de interaccién con proteinas plasmaticas fueron realizados en el Instituto
Superior Técnico, Universidade Técnica de Lisboa, bajo la supervision del Dr. Jodo
Costa-Pessoa y en la Facultade de Ciencias, Universidade de Lisboa, bajo la supervisiéon
de la Dra. Ana Isabel Tomaz, Lisboa, Portugal.

Las soluciones madre de HSA fueron preparadas mediante la disolucidon de la proteina
en buffer fosfato salino (PBS) pH = 7,4 (Sigma-Aldrich). Luego de 30-60 minutos, se
completa la hidratacidon y la disoluciéon de la proteina. La concentracién de cada
solucién madre fue determinada mediante espectrometria UV utilizando el coeficiente
de extincién molar de € (278 nm) = 36850 M *cm ™ [60-63].

Las medidas espectroscopicas se realizaron en muestras independientes para asegurar
el mismo tiempo de pre-incubacion a (37+1) 2C para cada una de las muestras del

mismo ensayo.
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Debido a la limitada solubilidad de los complejos en medio acuoso, se utilizé DMSO
(Sigma-Aldrich) para preparar las soluciones madre de cada complejo, seguido de una
apropiada dilucidon para obtener la concentracion deseada y el % de DMSO en las
muestras finales. Las mencionadas diluciones se realizaron de forma inmediata a la
preparacion de las muestras. El porcentaje de DMSO en la solucién de buffer PBS = 7,4
se mantuvo en 2% (v/v) para todas las muestras en las medidas espectroscdpicas. La

interaccion con HSA se estudio por medidas de dicroismo circular y fluorescencia.

3.5.4.1 DICROISMO CIRCULAR

El dicroismo circular es una técnica de espectroscopia ampliamente utilizada para
determinar la manera como determinadas biomoléculas interaccionan con pequefias
moléculas [64]. Se puede monitorear la interaccion a partir de los cambios en el
espectro de la biomolécula. Para la albumina sérica humana, los experimentos se
realizan en el rango de longitud de onda de 190-300 nm. El espectro de CD en el rango
de 200-250 nm puede brindar informacidon acerca de la estructura secundaria de la
proteina y de los cambios que sufre mediante la unién a un compuesto. La necesidad
de usar DMSO para solubilizar los compuestos de rutenio en este estudio imposibilita
el uso de espectroscopia CD o de absorcidon UV por debajo de 270 nm (debido a la
absorciéon del DMSO). De todas formas, el CD puede ser, aun, una técnica muy
informativa si se estudia u observa la sefal de CD inducido. Una sefial de CD inducido
(ICD) resulta de la quiralidad formada a partir de un compuesto silencioso al CD
cuando se une o se encuentra cercano a grupos quirales de la proteina.

Los estudios de interaccién con proteinas plasmaticas fueron realizados en el Instituto
Superior Técnico, Universidade Técnica de Lisboa, bajo la supervision del Dr. Jodo
Costa-Pessoa, Lisboa, Portugal.

Los estudios de dicroismo circular fueron realizados en un espectropolarimetro Jasco
(modelo J-720, JASCO, Hiroshima, Japan) con un fotomultiplicador 175-800 nm (EXEL-
308) en el rango de 300-800 nm. Los espectros se registraron con una celda para CD de
cuarzo Suprasil® (con un recorrido 6ptico de 1 cm, 0,5 cm o 0,2 cm acorde a la
intensidad de la sefial) a temperatura ambiente (25 °C). Cada espectro CD medido fue

el resultado de tres ensayos originalmente registrados en elipticidad y luego
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convertidos a Ae = g - &g = diferencial de absorcién, con el software del
espectropolarimetro Jasco. Los espectros de CD se graficaron como A vs. A con
A:.n={diferencial de absorcién}/(bC) donde b es el recorrido éptico y (a menos que se
indique algo diferente) C es la concentracién total de proteina (Chsa).

Las muestras con una concentracion de proteina constante de 100 uM vy
concentraciones variables de complejo, fueron incubadas 24 horas previas a su
medicién. Para las mediciones de CD dependientes con el tiempo, los espectros del
complejo de Ru:proteina (2:1) fueron registrados a (32 = 2) °C utilizando un bafio de
agua termostatizado, donde las muestras se mantuvieron a la misma temperatura
entre medida y medida (desde 10 minutos a 48 horas de incubacidn, en intervalos
variables en diferentes ensayos).

Los espectros de CD fueron utilizados para calcular las constantes de unién para las
aductos formados de proteina-complejo de Ru, utilizando el programa PSEQUAD [65].
Las constantes de unidn global B, fueron definidas en base a la siguiente ecuacidn:
(HSA) + n (C) = {HSA-C,} donde (C) refiere a la concentracion libre de complejo de Ruy
(HSA) a la proteina libre. Estas constantes de unidn son “constantes de estabilidad

I”

condicional” y son validas en el medio utilizado, a pH = 7,4. Las incertidumbres
calculadas en las constantes de estabilidad fueron tomadas como tres veces la
desviacion estandar (3SD) obtenida para cada uno de los valores. Los graficos de
distribucién de concentracion fueron obtenidos con el programa HySS [66,67] con las

constantes de unidn calculadas en PSEQUAD.

3.5.4.2 FLUORESCENCIA

Las medidas de fluorescencia fueron registradas a temperatura ambiente en un
espectrofluorimetro modelo Spex FL-1057 Tau 3 (Horiba Jobin Yyon). Para estas
mediciones la concentracion final de la proteina en las muestras (individualmente
preparadas) fue de 1 o 5 uM, y la concentracion de complejo fue la respectiva para
obtener relaciones molares de complejo de Ru-HSA desde 1:0,25 a 1:4 o 1:6. Las
relaciones molares de complejo de Ru refieren a la féormula del complejo dimérico
[Ruy(p-cimeno),(L),]Cl,. Ademas, se prepararon muestras con la misma concentracién

de complejo pero sin proteina para una adecuada correccion del blanco. Las medidas
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de intensidad de fluorescencia en estado estacionario se realizaron a 295 nm como
longitud de onda de excitacion.

La intensidad de emisidon de fluorescencia fue corregida para el efecto de absorcion y
emision del filtro interno [68], utilizando los resultados de los espectros de absorcién
de UV-Visible obtenidos para cada muestra.

El ancho de banda fue de 5 nm, tanto para la excitacion como la emision. Para las
medidas en el tiempo mediante la técnica de conteo de fotdn Unico, se utilizé nanoLED
n-280 (Horiba Jobin Yyon) para la excitacion de HSA y la longitud de onda de emision

fue de 340 nm con un ancho de banda de 15 nm.

3.5.5 ACTIVIDAD ANTITUMORAL

3.5.5.1 ENSAYO DE ACTIVIDAD

Debido a que se observaron altos niveles de unién de los complejos rutenio-p-cimeno
al ADN, se realizaron ensayos de citotoxicidad en diferentes lineas celulares tumorales.
Los estudios de actividad antitumoral fueron realizados parte en el Institut de
Biotecnologia i de Biomedicina por el grupo de la Dra. Julia Lorenzo, Barcelona,
Espaia, y parte por el grupo de la Dra. Fernanda Marques en la Unidade de Ciéncias
Quimicas e Radiofarmacéuticas, Instituto Superior Técnico, Sacavém, Portugal.

La eficacia antitumoral de los complejos Ru-p-cimeno fue medida en términos Clsg
maxima (la concentracién de complejo necesaria para alcanzar un 50% de muerte
celular). La actividad citotoxica de los compuestos fue evaluada en cuatro lineas
celulares tumorales humanas (A2780 ovario, HL-60 leucemia, MCF7 mama y PC3
préstata) dentro del rango de concentraciones de 10'°-10* M utilizando el ensayo
colorimétrico, ya descrito, de MTT. El ensayo mide la cantidad de MTT que es reducido
por la dehidrogenasa mitocondrial y asume que la viabilidad celular (correspondiente a
la actividad reductiva) es proporcional a la produccion de formazan que se mide
espectrofotométricamente usualmente entre 500 y 600 nm [69]. Las células se
cultivaron en 200 uL (100 ulL en el caso de la linea HL-60) de medio en una placa de 96
pocillos y se incubaron durante 24 horas a 37 2C previo al analisis para permitir una

adhesion celular adecuada.
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Siempre que pudo ser posible, la actividad citotdxica fue evaluada para el complejo
[Ru,(p-cimeno),(L),]** v su correspondiente ligando libre. La solucién stock (20 mM) en
DMSO de cada compuesto se prepard en el momento del estudio y fue utilizada para
diluciones seriadas en el medio. La concentracién final de DMSO en el cultivo celular
no excediod el 0,5%. Los grupos de control, con y sin DMSO (0,5%), fueron incluidos en
los ensayos. El farmaco antitumoral de referencia, cisplatino, también fue incluido en
el ensayo como control positivo para el caso de las lineas celulares tumorales humanas
A2780 y HL-60. Las células provenientes de una monocapa confluente fueron
removidas de los pocillos mediante una solucién de tripsina-EDTA. El andlisis de
supervivencia celular se realizé luego de 72 horas de exposiciéon (24 horas de
exposicién para el caso de la linea HL-60) mediante el método colorimétrico de MTT
[66]. Especificamente, se agregd a cada pocillo (200 ulL) una soluciéon de MTT disuelta
en PBS (0,5 mg/mL) y éstos fueron incubados a 37 °C durante 3-4 horas. Luego, el
medio se descartd y se repuso el volumen con 200 uL de DMSO para poder disolver los
cristales de formazan. La absorbancia fue medida a 570 nm con un espectrofotdmetro
Power Wave Xs, Biotek. En el caso de la linea HL-60 se agregaron 20 mL de MTT
soluble (Biomedica) a cada pocillo, y luego de 3 horas se midid la absorbancia a 450
nm. Cada experimento se repitio por triplicado y cada concentracion fue analizada en,
al menos, seis réplicas. Los resultados se expresaron como porcentaje de supervivencia
con respecto a las células control en ausencia de los compuestos. El valor de Clso fue
calculado a partir de las graficas de supervivencia celular vs concentracion de

compuesto con el software GraphPad Prism (versién 4.0).

3.5.5.2 ENSAYOS DE APOPTOSIS IN VITRO

La induccion de la apoptosis in vitro por los compuestos Ru-p-cimeno fue determinada
mediante el ensayo de citometria de flujo con Anexina V-FITC a partir del kit de
deteccion de apoptosis de Anexina V-FITC (Roche). Los crecimientos exponenciales de
la linea celular HL-60 en placas de 6 pocillos (5x10° células/pocillo) se expusieron,
durante 24 horas, a concentraciones iguales a los Clsg de los compuestos de rutenio.
Las células (10°) fueron recolectadas, lavadas con PBS y resuspendidas en 100 ulL de

buffer. La coloracién de la anexina V fue monitoreada segun instrucciones (Roche).
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Especificamente, se agregaron a las muestras 2 ulL de Anexina V-isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y 2 uL de ioduro de propidio (Pl) y se dejan reposar durante 15
minutos en la oscuridad, temperatura ambiente. Finalmente, la cantidad de células

apoptéticas fue analizada mediante citometria de flujo (BD FACSCalibur).
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4.1 GENERALIDADES

Como ya se ha descrito previamente, la hipotesis general de este Trabajo de Tesis
implica, entre otras actividades, la sintesis, caracterizacién de compuestos metdlicos
con ligandos que presentan actividad contra Trypanosoma cruzi y su estudio
comparativo (frente al ligando libre) de su actividad bioldgica y su mecanismo de
accion.

En este capitulo en particular, los ligandos bioactivos seleccionados para la sintesis de
compuestos metdlicos son los bisfosfonatos. Como se vera mas adelante, desde el
punto de vista quimico, los bisfosfonatos constituyen una clase muy versatil de
ligandos. Son compuestos analogos sintéticos, metabdlicamente estables, a los
pirofosfatos (Figura 1), en los cuales el puente de oxigeno entre los dos atomos de
fésforo ha sido reemplazado por un carbono con distintas cadenas laterales. La
estructura P-C-P en los bisfosfonatos asegura una baja toxicidad y una buena
estabilidad ante cambios de temperatura y diversos agentes quimicos, ademds de una

completa resistencia a la hidrdlisis enzimatica [1-5].

e) (0]
OH
|Fl _OH ,Ll _
/ “OH Ri “oH
O
\P/OH R\, <OH
|| > oH | SoH
'e) @)
pirofosfato bisfosfonato (forma acida)

Figura 1: Estructura genérica de un bisfosfonato y del pirofosfato.

4.1.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS BISFOSFONATOS

Alguno de los &acidos bisfosfonicos con la estructura P-C-P, fueron utilizados
inicialmente como agentes antiescalantes y anticorrosivos, pero ademds como agentes
complejantes en la industria textil y aceitera [6]. Posteriormente, los intentos de

encontrar agentes con similitud estructural al pirofosfato como regulador de la
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calcificacion y de la resorcién dsea resultaron en el descubrimiento de las propiedades
de inhibicién de la resorcidn ésea de los bisfosfonatos [7]. Gran parte de la importancia
de los bisfosfonatos en su uso para el tratamiento de patologias dseas deriva de la
fuerte afinidad de los mismos por los iones metalicos. En particular, la interaccidon con
Ca’*y Mg”, resulta de vital importancia para su actividad [1].

Los primeros bisfosfonatos utilizados exitosamente en la clinica fueron el etidronato y

el clodronato (Figura 2).

Y HO\ >< /OH K HO\ C|>Z /OH

P P P P
o N/ Don o~ N\ / ou
O O O O
Figura 2: Estructura de a) etidronato y b) clodronato. Se muestran las formas acidas.

De forma similar al pirofosfato, estos bisfosfonatos presentan una alta afinidad por el
mineral del hueso, y a altas dosis modulan la calcificacién tanto in vitro como in vivo
[4].

La naturaleza de las cadenas laterales, Ry y Ry, en los bisfosfonatos es fundamental
para su actividad biolégica. En el caso de los bisfosfonatos utilizados en la terapéutica,
R; suele ser un OH y participa en la unién del bisfosfonato al mineral éseo, en cuanto a
R, suele ser responsable de los efectos bioldgicos. Por ejemplo, los bisfosfonatos
conteniendo un atomo bdsico de nitréogeno en R,, resultaron ser de 10-100 veces mas
potentes, mientras que los que presentan un atomo de nitrégeno perteneciente a un
anillo heterociclico, resultaron ser 10000 veces mas potentes comparados con
etidronato [3-5,8-14].

En la Figura 3 se muestran los principales bisfosfonatos de uso comercial, y los mas

potentes.
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Figura 3: Estructura de los bisfosfonatos mas potentes: a) pamidronato (Aredia@, 3-amino-1-
hidroxipropano-1,1-bisfosfonato), b) alendronato (Fosamax@, 4-amino-1-hidroxibutano-1,1-
bisfosfonato), c¢) risedronato (ActoneIE, 2-(3-piridil)-1-hidroxietano-1,1-bisfosfonato) y d) ibandronato

(Bonvivag, (1-hidroxi-3-(metilpentllamino)propilidenebisfosfonato). Se muestran las formas 4acidas.

Como puede observarse en la Figura 3, en todos estos derivados, uno de los
sustituyentes es un grupo hidroxilo y ademas, contienen un dtomo de nitrégeno en la
restante cadena lateral. Estas caracteristicas estructurales se relacionan con su
mecanismo de acciéon anti-osteoclastica, que involucra la acumulacion de los
bisfosfonatos en el tejido dseo mineralizado y la inhibicién enzimatica que genera la
apoptosis del osteoclasto. De esa manera, el bisfosfonato reduce el recambio dseo
[5,15-16]. Algunos bisfosfonatos, como clodronato, son metabdlicamente incorporados
por su analogia a la molécula de ATP y una vez dentro de la célula se convierten en
citotoxicos. Los bisfosfonatos nitrogenados (NBPs) inhiben la via del mevalonato,
reducen la prenilacién de proteinas que son esenciales para el normal funcionamiento
celular. Independientemente del mecanismo de accién molecular, el uso terapéutico
de los bisfosfonatos genera inhibicion de la actividad osteoclastica [3,17].

Por otro lado, una de las alternativas que se ha utilizado para intentar solucionar la
falta de farmacos efectivos para combatir la enfermedad de Chagas, ha sido encontrar

farmacos activos contra T. cruzi que hayan sido desarrollados para otros usos en
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humanos y que, por lo tanto, tengan baja toxicidad. Un ejemplo de esta aproximacion,
denominada reposicionamiento de farmacos, lo ofrece el uso potencial como agentes
antichagasicos de los bisfosfonatos [3]. En este marco, los bisfosfonatos conteniendo
nitrégeno (NBP) han mostrado actividad antiparasitaria, y mas especificamente,
demostraron ser activos contra T. cruzi. En particular risedronato, pamidronato, y
alendronato (Figura 3) no sélo son los inhibidores de resorcién ésea mas potentes, sino
que también demostraron ser inhibidores efectivos del crecimiento, tanto in vitro
como in vivo, de T. cruzi, sin mostrar toxicidad aparente sobre las células del huésped
[18,19]. Pamidronato y alendronato resultaron activos frente a la forma amastigota de
T. cruzi, con valores similares de Clso de 65 uM, y sin observarse toxicidad sobre las
células mamiferas hasta una concentraciéon mayor de 300 uM [3,20]. El risedronato es
uno de los bisfofonatos que resultdé menos efectivo, in vitro, contra amastigotas
intracelulares de T. cruzi [19-21]. Sin embargo, en los estudios in vivo, en un modelo
murino de Chagas agudo, el risedronato aplicado en una dosis diaria de 1 mg/Kg
durante 7 dias, induce mas del 90% de reduccién de la parasitemia e incrementa
sustancialmente la supervivencia de los animales tratados [5]. No se observa recaida
en la parasitermia luego de discontinuado el tratamiento, lo que sugiere una accién
tripanosomicida, mas que tripanostatica [5].

El mecanismo de accién antiparasitaria de los NBPs se relaciona con el bloqueo de la
sintesis de poliisoprenoides por inhibicion competitiva de la enzima farnesil difosfato
sintasa (FPPS). La FPPS cataliza la sintesis de farnesil difosfato (FPP) a partir de
isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP). Esta reaccion es considerada
como el paso limitante para la generacion de esteroles como el colesterol y ergosterol,
ubiquinonas, dolicoles y grupos hemo. Ademas, la FPPS esta directamente involucrada
en la prenilacién de proteinas, siendo éste, uno de los procesos esenciales para la vida
de este parasito en particular (Figura 4) [11,12]. El gen que codifica la FPPS de T. cruzi
ha sido clonado y su expresion en E. coli genera una enzima que es inhibida por NBPs y
en particular por risedronato [19]. Se ha determinado, ademas, el efecto de la

inhibicién de la FPPS por risedronato, sobre el perfil de esteroles del parasito [20].
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Figura 4: Via biosintética de la generacion de poli-isoprenoides y esteroles.

Por otro lado, se postula que la actividad antiparasitaria selectiva de los NBPs podria
relacionarse (de forma similar a lo que ocurre con la actividad antiosteoclastica) con la
acumulacién preferencial de estos compuestos en el parasito debido a la presencia de
organelos ricos en calcio, magnesio y fosfatos inorganicos. Estos organelos, llamados
acidocalcisomas, se encargan de distintas funciones: metabolismo de polifosfatos,
homeostasis de calcio, mantenimiento del pH homeostatico intracelular vy
osmorregulacidén, incluyendo almacenamiento de calcio y fésforo [19,20,22]. Grandes
cantidades de pirofosfato inorganico han sido encontradas en los acidocalcisomas del

T. cruzi durante la etapa proliferativa, lo que conlleva a considerar que el crecimiento
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del parasito se pueda inhibir en presencia de algin compuesto analogo del pirofosfato
[2,3,5].

Es importante destacar que la busqueda de un mejor perfil terapéutico en el uso de los
bisfosfonatos para las patologias 6seas ha fomentado el desarrollo de nuevos
derivados. Sin embargo, una de las principales limitaciones de los bisfosfonatos es su
baja biodisponibilidad por via oral causada por la ionizacidon de los grupos fosfonato a
pH fisioldgico, determinando una alta hidrofilia [3,11,23]. Como soluciéon se ha
intentado administrar estos compuestos como profarmacos desarrollando distintos
tipos de ésteres [3]. Por otro lado, la complejacion de los grupos fosfonato con metales
de transicion podria también suponer una estrategia efectiva en este sentido. Ademas,
la participacién de estos compuestos en un complejo metalico podria permitir la
modulacién de su lipofilia, por ejemplo, con la presencia de distintos coligandos

[11,23].

4.1.2 BISFOSFONATOS COMO LIGANDOS

Los bisfosfonatos constituyen una clase muy versatil de ligandos organicos
; ; . 2- 2-

bifuncionales de formula general, PO3;“-X-PO3“’, en el cual cada grupo fosfonato puede

proveer uno, dos o tres atomos de oxigeno capaces de coordinarse a un ion metalico.

En la Figura 5 se detallan los modos de coordinacién mas habituales.
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Figura 5: Principales modos de coordinacion de los bisfosfonatos.
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La quimica de estas moléculas puede, a su vez, ser modificada mediante la variacion en
la longitud de la cadena que une ambos grupos fosfonato, y/o mediante la
incorporacion de grupos funcionales adicionales. Por ejemplo, si los sustituyentes
presentan atomos dadores su capacidad coordinante aumenta [24].

Los acidos bisfosfénicos simples, sin ningun grupo funcional adicional, presentan
cuatro protones disociables (H4lL), dos en cada uno de los grupos fosfénicos. Los
valores de log K para estos protones son: log Ky, > 10, log Kya = 67, log Kuz. = 2,5y log
KhaL = 1.

El grupo hidroxilo, cuando se encuentra presente, posee un caracter acido muy débil y
no se deprotona a valores de pH menores a 13. Por otro lado, la presencia de un
atomo de nitréogeno en la molécula del bisfosfonato, generalmente, incrementa la
acidez de ambos grupos POsH™ [25]. La presencia del grupo amino en alguno de los
sustituyentes aporta otro sitio de protonacion en la molécula; uno muy basico (log Kyyz
pamidronato = 13,06, log Kyy» alendronato = 12,68) [23]. La fuerte basicidad del grupo
amino es probablemente la razdn por la cual el nitrégeno no participa (o es
despreciable) en la coordinacion de estos complejos a los iones metalicos [25].

La forma de coordinacidn, asi como también la posible estructura de los complejos es
marcadamente dependiente de las condiciones de sintesis y fundamentalmente del
pH, magnitud que determina el grado de protonacién de los grupos fosfonato [24].
Cabe destacar, ademas, que la gran versatilidad de coordinacion de los bisfosfonatos y
su capacidad de formar diferentes tipos de puentes entre iones metalicos, determina

que, en estado sélido, se formen muchas veces estructuras oligo y poliméricas [24].

4.1.3 ANTECEDENTES DE COMPLEJOS METALICOS CON BISFOSFONATOS

Tal como fue descrito previamente, los bisfosfonatos presentan una interesante
capacidad de coordinacion a cationes metdlicos, por lo que existen numerosos
antecedentes en este sentido [26,27]. Se detallan a continuacidon algunos ejemplos
representativos, en particular, de aminobisfosfonatos y otros bisfosfonatos
conteniendo nitréogeno en su cadena lateral, similares los que se estudiaran en este

trabajo de Tesis.
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Siud Pui Man y colaboradores describen la obtencién de compuestos de coordinacién
con &cidos bisfosfénicos como 4-amino-1-hidroxi-1,1-butilidenbisfénico (Hasl%) y 6-
amino-1-hidroxi-1,1-hexilidenbisfosfénico (HsL®) y una amplia variedad de nitratos de
metales de transicién divalentes, Mn, Fe, Co, Ni, Zn, Cd y sulfato de vanadilo [28]. Las
estructuras de los compuestos 1-6 se muestran en la Figura 6. En los compuestos

desarrollados se observan las formas de coordinacion mas tipicas para estos ligandos.
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Figura 6: Estructuras cristalinas de a) diacua-bis(6-hidroxihexiliden-1,1-bisfosfonato)-cobalto dihidrato
(1), b) diacua-bis(6-hidroxihexiliden-1,1-bisfosfonato)-niquel dihidrato (2), «c) diacua-bis(6-
hidroxihexiliden-1,1-bisfosfonato)-zinc  dihidrato  (3), d) bis(m,-6-amino-1-hidroxihexiliden-1,1-
bisfosfonato)-diacua-bis(4-amino-1-hidroxihexiliden-1,1-bisfosfonato)-di-manganeso dihidrato (4), e)
bis(m,-6-amino-1-hidroxihexiliden-1,1-bisfosfonato)-diacua-bis(4-amino-1-hidroxihexiliden-1,1-

bisfosfonato)-di-cadmio dihidrato (5).
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En todos los casos se puede apreciar la deprotonacion de un segundo grupo fosfonato
lo que da lugar a un ligando bidentado con carga -2 que se presenta en la forma
=P=0(0’)(OH). Sin embargo, los ligandos aparecen con un comportamiento
zwitteridnico presentando una carga positiva en el amino terminal que balancea la de
uno de los dos oxigenos de los grupos fosfonato. Se puede observar la tipica
coordinacion bidentada simple en los compuestos 1-6 mientras que también pude
observarse la formacion de puentes en los compuestos 4-6. De esta manera, los
compuestos 1-3 son monoméricos mientras que los 4-6 forman dimeros. En todos los
casos, la relacién metal:ligando es 1:2 y la geometria alrededor del ion metdlico es
practicamente octaédrica. Es importante destacar que se observan notorias diferencias
entre las estructuras dinucleares de los derivados de H,L® y aquellos derivados de H,L2
dependientes del largo de la cadena carbonada. Las esferas de coordinacion son
esencialmente las mismas con entornos metdlicos pseudo-octaédricos ocupados por
moléculas de agua, quelatos de bisfosfonatos terminales y bisfosfonatos puente. En el
caso de los ligandos puente, la cadena C; en el complejo 6 se distorsiona en la
direccién del centro dinuclear, facilitando asi, los enlaces de hidrégeno entre el amino
terminal y el ligando, asi como los atomos no coordinantes de oxigeno de los grupos
fosfonato. A diferencia con los ligandos puente de cadena Cs en los complejos 4y 5 se
alejan del centro dinuclear (asi como los ligandos terminales) restringiendo los enlaces
de hidrégeno intramoleculares con el amino terminal. Es importante destacar que para
los complejos 4 y 5 se observa una mayor distorsién en las cadenas Cg de los ligandos
puente en comparaciéon con los ligandos terminales. Esta diferencia estructural entre
los complejos metalicos dinucleares de LsH? y LyH® resulta en patrones de enlaces de
hidrogeno intramoleculares y asi, diferentes arreglos de enlaces de hidrégeno
extendidos a lo largo de las estructuras de los complejos [28].

Otro ejemplo que muestra la versatilidad de coordinacién de los aminobisfosfonatos
fue descripto por Hesham A. Habib y colaboradores [29]. En este articulo, se muestra
nuevamente la ya descripta coordinaciéon bidentada simple pero en este caso para el
complejos [Cu(L),] con L = 5-amonio-1-hidroxipentiliden-1,1-bisfosfonato, de
geometria cuadrada. Ademas, con este mismo ligando se describe una estructura en

cadena en el complejo 1D-{[Fe(L)]-H,0} cadena. En este caso, a diferencia del anterior
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el ligando bifosfonato presenta carga -2. La esfera de coordinacién de cada ion Fe(ll)
estd formada por cinco oxigenos de bisfosfonatos puente y un oxigeno del grupo C-OH.

Cada ligando bisfosfonato conecta tres iones metdlicos diferentes (Figura 7).

c ' a
b\L_as g

Figura 7: Modelo de representacién (elipsoides térmicas (50%)) de las dos simetrias de coordinacion

Fe(ll)-bisfosfonato independientes con la representacidn polihédrica alrededor del atomo de hierro.

Yun Gong y col. describen la sintesis de varios complejos con el ligando pamidronato y
diferentes iones metdlicos [30]. En este trabajo se muestra el cambio en la
dimensionalidad de las estructuras obtenidas en funcién de los diferentes iones
metalicos y tipo de coordinacién del bisfosfonato. Los complejos obtenidos son:
Ni»(CsNH10P2057)44H,0 (1), M(CsNHoP,0,)H,0 (M = Co (2), Mn (3), Zn (4)) y
Cus3(C3NHgP,07),2H,0 (5)). Se puede observar, en cada caso, el diferente grado de
protonacion del pamidronato.

El complejo de niquel corresponde a una estructura dimérica con dos tipos de
coordinacion del ligando bisfosfonato: bidentada simple para los bisfosfonatos
terminales y tridentada puente para los restantes (Figura 8a). Para los complejos se
observa una estructura en cadena unidimensional similar (Figura 8b) a la previamente
descrita para el complejo de hierro con otro ligando aminobifosfonato [29]. Al igual

que en el caso del hierro, el ion cobalto presenta una coordinacion octaédrica,
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coordinando con seis atomos de oxigeno de tres ligandos diferentes. Uno de ellos
coordina a través de dos oxigenos de dos grupos fosfonato y el O del grupo C-OH, el
segundo a través de dos oxigenos de dos grupos fosfonato y el tercero a través de sélo
uno de ellos. De esta manera, cada grupo fosfonato tiene dos de sus tres oxigenos
participando de la coordinacién, cada uno de ellos con un ion cobalto diferente. En el
complejo de cobre existen dos cobres con entornos quimicos diferentes. En uno de
ellos, la coordinacién es octaédrica a través de un oxigeno de una agua coordinada y
cinco oxigenos de tres moléculas de bisfosfonato diferentes: un hidroxilo y dos
oxigenos de dos grupos fosfonato de un ligando y un oxigeno de un grupo fosfonato de
otros dos ligandos. En el otro caso, el Cu(ll) presenta una geometria cuadrada planay
coordina con cuatro oxigenos de cuatro grupos fosfonato de dos ligandos diferentes

(Figura 8c).

Figura 8: Representacién de a) Niz(C3NH10P207)4'4H20, b) CO(C3NH9P207)'H20 , C) CU3(C3NH8P207)2'2H20.
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También han sido descritos complejos en cadena de formula {{M(Ale)]-H,0} con M=Co
o Mn cuya estructura es idéntica a la descrita previamente para los complejos en
cadena desarrollados por Yun Gong y col [30].

Por otro lado, se han descrito también complejos con el ligando 1-hidroxi-2-(3-
piridil)etiliden-1,1-difosfonato (hpyedpH,s). Utilizando cobalto como metal central, se
ha obtenido el complejo [Cos(hpyedpH),(H,0)4]'H,O trimérico que presenta una

estructura en capas (Figura 9) [31].

Figura 9: Representacién de Cuz(C3NHgP,05),-2H,0.

En este complejo, existen dos iones cobalto con entornos quimicos diferentes. Uno de
ellos, Co(1), estad coordinado con cuatro oxigenos de grupos fosfonatos de dos ligandos
y dos moléculas de agua. El otro, Co(2), coordina con cuatro oxigenos de grupos
fosfonatos y un oxigeno del grupo C-OH de tres ligandos diferentes. La sexta posicidon
de coordinacién esta ocupada por una molécula de agua. El trimero es del tipo Co(2)-

Co(1)-Co(2).

Complejos metdlicos con bisfosfonatos con actividad bioldgica

La excepcional afinidad que presentan los bisfosfonatos por la hidroxiapatita ha sido
explotada en la imagenologia y en la terapéutica a través de la generacion de
radiofarmacos. Los radiofarmacos son moléculas marcadas con un radionucleido que
pueden ser visualizadas luego de distribuirse y llegar a un sitio especifico, o bien

pueden dirigir un radionucleido especifico hacia un tejido tumoral determinado. En el
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caso de los bisfosfonatos, la superficie 6sea es un blanco de accion establecido. En la
actualidad, los complejos de **°Re/**®Re con HEDP (HEDP = etidronato) y de **™Tc con
MDP (MDP = metilenbisfosfonato) se utilizan en la imagenologia de tumores, ya sea
primarios o metastdsicos [32]. En la Figura 10 se observa la estructura cristalina del

complejo *™Tc-MDP [33].

Figura 10: Representacion del polimero [Tc(MDP)(OH),].

Continuando en la linea de los antecedentes de complejos metalicos con bisfosfonato
con aplicaciones biomédicas se puede citar el trabajo de Margiotta et al. Este grupo,
recientemente, ha propuesto complejos dinucleares de platino con bisfosfonatos
puente (a y b en Figura 11) como novedosos compuestos antitumorales con actividad
potenciada en la superficie dsea [34,35]. Los complejos de Pt dinucleares fueron,
ademds, cargados en xerogeles de silica preparados a partir del método sol-gel, asi
como en nanocristales de hidroxiapatita sintética, a efectos de obtener un material
inorganico capaz de liberar las especies antitumorales luego de ser implantado

localmente en la superficie del tumor.

0
NH, O\H/O NH,
N,/ R\\C/l& /

Pt bt
NH, o/ﬁ\o NH
0

(@)=R=R=H
(b) = R= OH, R’= CH,-NH;"

Figura 11: a) y b) esquemas de los complejos dinucleares de platino.
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En este trabajo, los autores han sintetizado y caracterizado completamente, mediante
espectroscopia multinuclear RMN, un bisfosfonato geminal (1) analogo del farmaco
actualmente comercializado y utilizado en este trabajo de Tesis, risedronato, ademas
de su correspondiente complejo de platino (2). Los cristales de 1 fueron obtenidos
mediante el método de sol-gel y caracterizados mediante difraccién de rayos X.

El complejo de platino conteniendo el nuevo ligando demostrd tener una estructura
dinuclear con el bisfosfonato puente uniendo dos grupos de platino en una
conformacion de tipo “W”. Estudios de RMN de 'H y 3'P a diferentes valores de pH
permitieron determinar las constantes de acidez de los bisfosfonatos libres y ademas
estimar la estabilidad del complejo de platino (estable a valores de pH no mayores a
11,5).

Es importante destacar que si bien se presentan amplios antecedentes de complejos
metalicos con ligandos bisfofosfonato, la aplicacion de complejos metalicos para el
tratamiento de enfermedades parasitarias como tripanosomiasis, malaria o
leishmaniasis es un area poco desarrollada y, no se han descrito aun, complejos con

potencial actividad antiparasitaria, especificamente antichagasica.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 DISCUSION GENERAL DE LOS PROCEDIMIENTOS DE SINTESIS

Para todos los complejos metalicos con bisfosfonatos obtenidos los centros metdlicos
se presentan como dtomos divalentes. La seleccidén de los bisfosfonatos como ligandos
bioactivos para la sintesis de compuestos metdlicos en este trabajo de Tesis se centrd
no sélo en su actividad antiparasitaria, sino ademas en su habilidad para coordinarse
con estos iones metalicos; ambos aspectos justificados en puntos anteriores. Por otro
lado, la eleccién de metales de la primera serie de transicion se basé en diferentes
razones quimicas y bioldgicas. Tal como fue previamente explicado, se intentd
coordinar los ligandos bioactivos a través de los oxigenos de los grupos bisfosfonato
para obtener especies con una mejor biodisponibilidad. De esta manera, se

seleccionaron los iones M(ll) intermedios o duros segun la clasificacion de Pearson,

113



como Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) y Mn(ll) que podrian unirse a atomos donores duros, como los
de oxigeno. Ademas, la seleccidn de estos iones metalicos esenciales fue basada en la
asuncién de que los metales enddgenos podrian resultar menos tdxicos que los no
esenciales. Por otro lado, dado que los iones Mg(ll) son necesarios para la union de los
bisfosfonatos a la FPPS [36], los iones metdlicos divalentes podrian mejorar la
habilidad de los bisfosfonatos para unirse, resultando en una mayor inhibicion
enzimatica y, de esa manera, una mayor actividad antiparasitaria.

En este sentido, han sido utilizadas diversas estrategias para la sintesis de compuestos
de coordinacion con metales de la primera serie de transicion. Dentro de las
alternativas ensayadas se puede describir diferentes condiciones experimentales, ya
sea modulando pH, temperatura, solvente, relacion molar, asi como el uso de
diferentes sales de los metales (Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) y Mn(ll)) ya sea nitratos o sulfatos,
en lugar de los cloruros de partida. Ademas, se consideré la sintesis hidrotérmica como
otro proceso para la obtencién de compuestos de coordinacion o para favorecer la
obtencién de monocristales aptos para la resolucién de su estructura mediante
difraccion de rayos X.

Finalmente, todos los complejos se sintetizaron de manera similar. Mediante sintesis
directa se disuelve la sal sédica del bisfosfonato, NaBP, (BP = risedronato, alendronato,
pamidronato e ibandronato) en agua y se ajusta el pH entre 2-4 (a excepcion del
ibandronato, pH=5-6). A la solucién resultante se le agrega la cantidad
correspondiente del cloruro del metal (Cu, Co, Ni, Mn). Luego de 24 horas a
temperatura ambiente se filtra el sélido obtenido. Cabe destacar que para el sistema
NiRis, se obtuvieron dos complejos diferentes: [Ni"(Ris),], andlogo a los de la serie
MRis, y [Ni"(Ris)2(H,0),]. De este ultimo sélo se obtuvieron un pequefio nimero de
cristales como producto de la evaporacion del solvente en una solucion de la que ya
habia cristalizado el complejo [Ni"(Ris),].

El pH es la variable que tiene el efecto mas significativo sobre las diferentes especies a
obtener. A valores de pH menores que 2, el grado de protonacion del ligando no
permite la formacién de cantidades significativas de ninguna especie compleja y en
estas condiciones cristaliza el ligando en su forma anhidra [37]. Por otro lado, a valores
de pH mayores que 7, la hidrdlisis de los iones metélicos compite con la formacion de

las especies complejas. Sin embargo, a valores de pH entre 2 y 6, el comportamiento
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de los complejos de Ale, Pam y Ris es diferente a los de Iba. En el caso de los primeros,
no se detectaron, en el espectro visible, especies complejas en solucidn acuosa en
todo este rango de pH. Sin embargo, luego de 24 horas, por evaporacién a
temperatura ambiente, cristalizan distintas especies complejas. A valores de pH entre
2 y 4 se obtienen las especies neutras que fueron caracterizadas. A valores de pH
mayores, se obtienen mezclas que no pudieron ser caracterizadas. Por otro lado, en el
caso de los complejos de Iba, a valores de pH menores que 3, se detecta la presencia
de especies complejas en solucidn, pero las mismas son extremadamente solubles y no
pudieron ser aisladas. Cuando se trabaja a valores mayores de pH entre 5y 6, las
especies presentes en solucién son diferentes a las anteriores mencionadas y luego de
cierto tiempo, cristalizan las especies poliméricas que se han caracterizado para este
ligando. Para el sistema Culba, no se logré obtener ninguna especie en estado sdlido.

Se obtuvieron dieciséis complejos de iones metalicos de la primera serie de transicidon
(Cu(I1), Co(ll), Ni(l1), Mn(l1)) con los bisfosfonatos risedronato (Ris), alendronato (Ale),
pamidronato (Pam), e ibandronato (Iba) como ligandos. En la Figura 12 se muestra un

esquema del método de sintesis, en solucién acuosa, de los complejos y las formulas

propuestas.
MCl,-xH,O + NaBP > M-BP
M = Cu, Co, Ni, Mn BP = Ris, Ale, Pam [M"(Ris),]-4H,0, [Ni"(Ris),(H;0),]-2H,0
X=4,6,6,2, (pH = 2-4) [M",(Ale)s(H,0),]-2H,0
respectivamente ([Cu"(Pam)]-HZO)nl [M”(Pam)z(HZO)Z]BHZO

Iba (pH = 5-6) {IM"(1ba)]-6H,0},

Figura 12: Esquema de sintesis general para los complejos metalicos con ligandos bisfosfonato.

La mayoria de los compuestos fue obtenida con buenos rendimientos y pureza
adecuada para su uso sin posterior purificacion. Ademas, se ha resuelto la estructura

de cinco de ellos por difraccién de rayos X en monocristal y los resultados de la

115



caracterizacidon analitica y espectroscopica,

gue se discutirdn a continuacion,

confirman la férmula propuesta para el resto de los complejos.

Algunas caracteristicas de los complejos obtenidos se listan en la Tabla 1, a

continuacion:

Compuesto

Rendimiento (%)

Aspecto morfolégico

Sélido celeste

[Cu"(Ris),]-4H,0 34
microcristalino
) Sélido rosado pélido
[CO (R|5)2]4H20 46
microcristalino
. Sdlido verde
[Ni"(Ris),]-4H,0 67
microcristalino
. Sélido blanco
[Mn"(Ris),]-4H,0 50
microcristalino
. Sdlido verde claro
microcristalino
[Cu",(Ale)s(H,0),]-2H,0 37 Monocristales celestes
) Sdlido rosado
[CO 2(A|€)4(H20)2]2H20 46
microcristalino
’ Sdlido verde
[Nl 2(A|€)4(H20)2]2H20 40
microcristalino
| Sdlido rosado
[Mn 2(A|€)4(H20)2]2H20 49
microcristalino
([Cu"(Pam)].H,0), 46 Monocristales celestes
. Sdlido rosado
[CO (Pam)z(Hzo)2]3Hzo 55
microcristalino
) Sdlido verde
microcristalino
. Sélido blanco
[Mn (Pam)z(Hzo)z]aHzo 46
microcristalino
. Sdlido rosado
{[Co (Iba)]-6H,0}, 58

microcristalino
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{INi"(Iba)]-6H,0},

{{Mn"(Iba)]-6H,0},

49

56

Sdlido verde

microcristalino

Sélido blanco

microcristalino

Tabla 1: Caracteristicas principales de los complejos metalicos obtenidos.

4.3.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICA

4.3.2.1 CARACTERIZACION EN ESTADO SOLIDO

4.3.2.1.1 ANALISIS ELEMENTAL DE ELEMENTOS LIVIANOS

Las férmulas propuestas para los complejos metalicos con bisfosfonatos obtenidos, asi

como los resultados del analisis elemental de C, H y N correspondientes se presentan

en la Tabla 2.

Complejo Férmula propuesta Tedbrico Experimental

%C | %H | %N | %C | %H | %N

[Cu'(Ris),]-4H,0 C14H25N;015P4Cu 24040 40 | 241 (41|40
[Co'(Ris),]-4H,0 C14H25N,015P4Co 242 40| 40 | 241 |41 41
[NI"(Ris),]-4H,0 C14H25N,015P4Ni 242 | 40| 40 | 241 [41] 4,0
[Mn"(Ris),]-4H,0 Ca4H2sN,015PsMn 243 |40| 40 | 243 [41] 41
[NI"(Ris)a(H50),]-2H,0 C14H25N5015P,Ni 2421 40| 40 | 241 [41] 4,0
[Cu"(Ale)s(H;0),]-2H,0 C16Hs2N403,P5Cu; 16,2 (44| 47 | 160 | 43|45
[Co™(Ale)a(H,0),]-2H,0 C16H52N403,P5CO; 163 |44 | 48 | 162 |46 | 49
[Ni";(Ale)s(H,0),]-2H,0 CieHsN2OPsNi; | 16,3 | 4,4 | 48 | 162 |44 | 50
[IMn",(Ale)s(H,0),]-2H,0 CiHs5:NsOPgMn, | 16,4 | 4,4 | 48 | 163 |43 | 46
([Cu"(Pam)].H,0), C3H1:NOgP,Cu 11,5(35| 45 | 11,4 | 3,4 47
[Co"(Pam)(H,0),]-3H,0 CeH3oN;019P4Co 1,7 49| 45 | 115 | 47| 47
[Ni"(Pam);(H,0),]-3H,0 CeHsoN201sPeNi - | 11,7 | 49 | 45 | 115 | 48 | 45
[Mn"(Pam),(H,0),]-3H,0 CeH30N2019PsMn 11,7 49| 46 | 116 | 50| 47
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{[Co"(Iba)-6H,0}, CsH33NO13P,Co 223168 | 29 | 219 |66 2,8

{[Ni"(Iba)]-6H,0}, CoH33NO13P;Ni 223(68| 29 | 21,8 |65 2,7

{IMn"(Iba)]-6H,0}, CoH33NO13P,Mn 225068 29 | 22,7 |67 2,7

Tabla 2: Resultados del analisis elemental de C, Hy N para los complejos metalicos con los ligandos

bisfosfonato.

Los resultados experimentales estan de acuerdo con las férmulas propuestas. La
técnica, puesta a punto en este trabajo conduce a la obtencién de los complejos

deseados con una alta pureza.

4.3.2.1.2 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

Se realizé el andlisis termogravimétrico de los compuestos metalicos obtenidos con el
fin de constatar la cantidad de moléculas de agua de hidratacion en la férmula de los
mismos. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con las fdrmulas propuestas y con
los resultados de los estudios de difraccién de rayos X. Para los complejos de la serie
MRis se realizd un andlisis mas exhaustivo de los resultados del TGA en base a datos
descriptos previamente para el ligando libre [37]. Todos los complejos obtenidos de la
serie [M"(Ris),]-4H,0 mostraron una unica pérdida de masa, correspondiente a las
cuatro moléculas de agua de cristalizacion. Este resultado concuerda con que en el
espectro infrarrojo de estos compuestos se observa una Unica senal intensa en 3500
cm™, correspondiente al estiramiento del enlace OH proveniente de una Unica
poblacién de moléculas de agua unidas en forma similar en la red [37]. El complejo
[Cu"(Ris),]-4H,0 mostré una sefial intensa correspondiente a pérdida de masa de
10,1%, a 131,3 °C. Sin embargo, para el resto de los complejos, la correspondiente
pérdida de masa fue observada como un hombro ancho en el rango de 80-140 °C. Esta
diferencia puede ser relacionada tanto a una diferencia en el grado de cristalinidad de
los complejos o con la presencia de diferentes tipos de hidratos. En el caso del
complejo de cobre, se trataria de un hidrato en el que las moléculas de agua estan

fuertemente unidas en posiciones fijas de la red y en el caso de los otros miembros de
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la serie podria tratarse de un hidrato con las moléculas de agua dispuestas en canales
de lared [37].
Es importante destacar que se observa, para todos los complejos, una pérdida de masa

por encima de los 260 °C que podria corresponder a la descomposicion de los mismos.

4.3.2.1.3 ESTUDIO DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros IR se registraron en el rango de 4000 a 400 cm™ para todos los
complejos metalicos obtenidos y sus respectivos ligandos libres. Los mismos se
presentan en el Anexo I.

Los espectros en la region del infrarrojo de risedronato, alendronato, pamidronato e
ibandronato y los correspondientes a sus respectivos complejos fueron analizados a
efectos de asignar las bandas de vibracién infrarroja mas significativas con el fin de
relacionarlas con los distintos modos de coordinacion de los bisfosfonatos en los
complejos obtenidos. El andlisis del espectro Raman realizado a los complejos MRis
permitié complementar la asignacién de las bandas en la region del infrarrojo.

Es importante destacar que, tanto para cada uno de los compuestos obtenidos de las
series  [M"(Ris),]-4H,0,  [M';(Ale)s(H,0);]-2H,0,  [M"(Pam);(H,0),]:3H,0 'y
{[M"(Iba)]-GHZO}n, los espectros IR resultaron practicamente idénticos entre si,
mostrando que dentro de cada serie, los complejos con la misma férmula molecular,
son también isoestructurales. En la Figura 13 se muestra, a modo de ejemplo, los

espectros de la serie MRis.
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Figura 13: Espectros infrarrojos (4000-200 cm"l) de la serie de complejos [M"(Ris)z]-4H20 (CuRis azul,

MnRis negro, NiRis verde y CoRis fucsia).

En este sentido, el espectro del compuesto [Ni'(Ris),(H,0),]-2H,0 es diferente a la
serie de los restantes complejos de risedronato debido a que presenta una esfera de
coordinacion diferente. Lo mismo ocurre con el espectro IR de la cadena
([Cu"(Pam)]-H0)s.

Los ligandos, y todos los complejos mostraron bandas tipicas de los derivados del acido
bisfosfénico en la regién de 900-1300 cm™. En el caso de risedronato, estas sefiales se
superponen con las correspondientes a la deformacion del anillo piridinico,
dificultando la asignacion inequivoca de las bandas correspondientes, tanto en el
espectro infrarrojo como Raman. Ademas, en esta regién, las modificaciones en los
numeros de onda luego de la coordinacidon no son consecuencia solamente de la union
al metal sino que, como se describié previamente para los distintos hidratos del
risedronato, la formacion de enlaces de hidrégeno que involucran los grupos P-O y P-
O-H en si misma afecta el espectro vibracional de los compuestos [37].

A pesar de ello, algunas de las bandas caracteristicas de los espectros del ligando y los
complejos fueron asignadas tentativamente. En la Tabla 3 se muestran dichas

asignaciones en forma general para cada serie de complejos isoestructurales.
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Compuesto va(POO) cm™ v{(POO) cm™ | v (C-P)ecm™ | v (P-OH) cm™
NaRis-2,5H,0 1210 1134 1385 2150
[M"(Ris),]-4H,0 1187-1166 1153-1143 1354-1334 2139-2132

[Ni"(Ris),(H,0),]-2H,0 1179 1121 1376 2137
NaAle-3H,0 1233 1129 1477 2229
[IM"(Ale)4(H,0),] 1233-1237 1137-1146 1458-1476 2327-2344
Na,Pam 1178 1063 1387 2759
[M"(Pam),(H,0),] 1147 1033 1387 22798
([Ccu"(Pam)]-H,0), 1156 1074 1388 2759
Nalba-H,0 1201 1039 1384 2965
{IM"(Iba)]-6H,0}, 1154 1064 1384 2965

®Sefial débil en forma de hombro, solapada con v(OH) del agua.

V.. estiramiento asimétrico; v, estiramiento simétrico

Tabla 3: Bandas vibracionales seleccionadas para los complejos obtenidos.

En la region de 1100-1250 cm™, se observan las bandas de estiramiento asimétrico y
simétrico del grupo POO" [38]. Estas bandas presentan un corrimiento hacia
frecuencias menores para las series MRis y MPam. Esto es consistente con el mismo
tipo de coordinacién bidentada simple de los grupos bisfosfonato en todos estos
complejos monoméricos obtenidos [39]. El modo de coordinacién tipo puente en los
ligandos bisfosfonato en las cadenas de CuPam fue evidenciado a partir de la
disminucion de la frecuencia de v,(POO’) acompafiado de un aumento de v{(POO).
Estas senales se encuentran mucho menos resueltas que en los respectivos ligandos
libres. Para la serie de complejos Mlba, se observan cambios muy similares en el
espectro infrarrojo como consecuencia de la coordinacién, lo que estaria de acuerdo
con la estructura en cadena propuesta para esta serie de compuestos. Los complejos
[M",(Ale)a(H20),] presentan dos moléculas de ligando bisfosfonato coordinando de dos
formas distintas: una bidentada (igual que para la serie MRis y MPam) y otra tipo
puente (ver seccion 4.3.2.1.4). En el espectro infrarrojo esta forma de coordinacién se

traduce en un pequefio corrimiento a valores de frecuencia mayores en el
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estiramiento simétrico del enlace POQ’, pero practicamente no se observan cambios, o
ligeros corrimientos a menores valores de frecuencia, en el estiramiento asimétrico.
Para todos los complejos obtenidos se presenta, en la regién de 3000-3400 cm™, una
banda ancha correspondiente al estiramiento del OH, tanto del agua coordinada y/o
de cristalizacion, asi como del grupo CO-H. Ademas, en esa misma regidn se observan
las sefiales correspondientes al estiramiento de los enlaces N-H, pertenecientes al
grupo amino, para los sistemas con alendronato y pamidronato como ligandos. Para
los complejos con risedronato como ligando, se pudo asignar la sefial correspondiente
al estiramiento O-H del grupo C-OH [37]. Esta sefial, a 3350 cm™?, se mueve ligeramente
como consecuencia de la coordinacion y/o de los enlaces de hidrogeno presentes en
los complejos [M"(Ris),]-4H,0, mientras que para el complejo de [Ni"(Ris)(H,0),]-2H,0
se mueve a menores nimeros de onda (3242 cm™) lo que estaria de acuerdo con que,
en este ultimo complejo, ese grupo hidroxilo no participa de la coordinacion. En la
serie MIba sélo se observa una banda ancha en la regién de 3100-3600 cm™.

Para los complejos que presentan agua coordinada (serie MAle, MPam vy
[Ni"(Ris)(H,0),]-2H,0) se observan sefiales débiles en la regién de 590 y 470 cm™ que

podrian ser atribuidas a las moléculas de agua coordinadas.

4.3.2.1.4 RESOLUCION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS OBTENIDAS MEDIANTE
DIFRACCION DE RAYOS X EN MONOCRISTAL

Se obtuvieron monocristales adecuados de los complejos [Cu'(Ris),]-4H-0,
[Ni"(Ris)2(H20)2]-2H,0, [Cu"z(Ale)s(H,0)2]-2H,0, [Co"(Pam),(H,0),] y [Ni"(Pam)a(H20),]
para la resolucion de su estructura mediante difraccion de rayos X. A continuacion se

exponen los resultados obtenidos de cada uno de ellos.
Estructura cristalina de [Cu"(Ris),]-4H,0
Por evaporacién lenta durante 24 horas, a temperatura ambiente, de una solucion

acuosa del complejo se obtuvieron monocristales adecuados del complejo

[Cu"(Ris),]-4H,0 para la recoleccién de datos por difraccion de rayos X. La Tabla 4
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resume los datos del cristal, los procedimientos de recoleccién de datos y los

resultados del refinamiento.

Férmula empirica

Peso férmula

Sistema cristalino

Grupo especial

Dimensiones de la celda unidad®
a (A)

b (A)

c(A)

v(°)

Volumen (A%)

Unidades de féormula por celda unidad/Z
Densidad calculada (mg/mm?3)
Coeficiente de absorcién u (mm™)
Tamaiio del cristal (mm?)

Color/forma del cristal

Rango de 6 para recoleccién de datos
Rangos de indices de Miller

Reflexiones recolectadas/independientes
Max. y min. de transmitancia

Método de refinamiento

Pesos, w

Datos de refinamiento/parametros
Bondad del ajuste en F°

indices R finales, Rw [1>20(1)]

C14H28CuN;045P4
699,81
triclinico

P-1

7,6505(4)

8,5866(5)

10,2793(6)

65,952(1)

84,968(1)

78,875(1)

605,04(6)

1

1,921

1,260

0,17x0,11x 0,05
celeste/prismatico

2,17 2 28,27°
-10,10/-11, 11/-13, 13
8056/2990

0,94y 0,81

matriz de minimos cuadrados en F°
[W= 1/s*(Fo’) + (0,0306 P)* + 0,4761P,
P= (Fo? + 2Fc?)/3
P=[Max(F,’,0)+2F’1/3
2740/0/210

1,053

R1=0,0243, wR2=0,0629

a N . ;. . .
) Refinamiento de minimos cuadrados para los parametros angulares de 19487 reflexiones en el

rango 2,44<0<26,00°.

Tabla 4: Datos de resolucion de la estructura de [Cu”(Ris)Z]-4H20 mediante difraccidn de rayos X.
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En la Tabla 5 se muestran algunas distancias y algunos angulos de enlace
seleccionados. Los resultados cristalograficos completos (lista completa de angulos y
distancias de enlace, parametros atdmicos de anisotropia térmica, coordenadas de los
atomos de hidrégeno, factores de amplitud estructural calculados y observados) se

incluyen en el Anexo |, y también se encuentran disponibles en el Cambridge CDC,

CCDC 733164.

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (2)
Cu-03 1,946(1) 05-Cu-03 89,74(5)
Cu-05 1,956(1) 05-Cu-0O3a 90,26(5)
Cu-07 2,655(1) 05-Cu-07 77,60(5)

05-Cu-O7a 102,00(5)
03-Cu-07 78,20(5)
03-Cu-O7a 101,80(5)
03-Cu-0O3a 180
05-Cu-0O5a 180
07-Cu-0O7a 180

Tabla 5: Algunas distancias y dngulos de enlace seleccionados para el complejo [Cu"(Ris),]-4H,0.

La Figura 14 muestra una representacion de la molécula con la numeracion asignada a

los atomos principales.

Nla

- -
Figura 14: Representacion de la estructura molecular de [Cu"(Ris)z]-4H20. Las moléculas de agua de

hidratacién fueron omitidas para mayor claridad.
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El estudio de difraccion de rayos X mostré que el complejo [Cu"(Ris),] consiste en
unidades monoméricas discretas. Ambos ligandos risedronato coordinan al dtomo de
cobre de forma tridentada a través de dos dtomos de oxigeno, uno de cada grupo
fosfonato, y el sitio restante a través del atomo de oxigeno perteneciente al grupo C-
OH gue permanece protonado. Adicionalmente, el nitrdgeno piridinico se protona,
resultando en una carga neta de -1 para cada ligando. Ambos ligandos son
equivalentes; el tomo metalico se encuentra en un centro de inversion.

La geometria alrededor del atomo de cobre, de acuerdo a las distancias y dngulos de
enlace obtenidos, podria ser descrita como un intermedio entre una geometria
octaédrica y una cuadrada plana. Con respecto a los dtomos de oxigeno ecuatoriales
(03, 03a, O5 y 05a) se encuentran de manera coplanar con el dtomo metdlico,
mientras que O7 se desvia 12° del eje octaédrico. En este caso se puede observar que
la posicion de O7 se encuentra restringida por la coordinacién tridentada del ligando.
Ademas, en concordancia con el efecto Jahn-Teller caracteristico de los iones con una
configuracion electrénica d°, ambas distancias axiales de Cu-O7 son mayores que sus
correspondientes ecuatoriales.

Un complejo de cobre trinuclear relacionado, catena-(piperazin bis (1-
hidroxiethilidenediphosphonato)-tetraacuo-tri-cobre) muestra un octaedro mas
regular como ejemplo de la distorsién del efecto Jahn-Teller (Cu-O= 2,46 A) cuando se
compard con el compuesto en cuestion (2,655(1) a), y con una distorsién menos
regular al presentar el angulo mas abierto de O-Cu-O con 97,7° y 101,8(5)°,
respectivamente.

Una compleja red de enlaces de hidrégeno intermoleculares estabiliza la estructura
cristalina. Dos poblaciones diferentes de moléculas de agua de cristalizacién participan
en diferentes enlaces de hidréogeno intermoleculares. Adicionalmente, los enlaces
04--:06 y 07--02 completan la red. El efecto de la participacion de los grupos C-OH
(07---02) y el grupo N-H (O1lw--N’) en estos enlaces de hidréogeno también resulté

evidente a través del andlisis de los espectros IR y Raman.
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Estructura cristalina de [Ni"(Ris)»(H20),]-2H,0

Por evaporacién lenta durante 48 horas, a temperatura ambiente, se obtuvieron

monocristales adecuados del complejo [Ni"(Ris),(H20),]-2H,0 para la recoleccién de

datos por difraccién de rayos X. La Tabla 6 resume los datos del cristal, los

procedimientos de recoleccién de datos vy los resultados del refinamiento.

Férmula empirica

Peso férmula

Sistema cristalino

Grupo especial

Dimensiones de la celda unidad®

a ()

b (A)

c(A)

a(®)

()

v(°)

Volumen (A%)

Unidades de féormula por celda unidad/Z
Densidad calculada (mg/mm?)
Coeficiente de absorcién u (mm™)
Tamafio del cristal (mm?)
Color/forma del cristal

Rango de 6 para recoleccién de datos
Rangos de indices de Miller
Reflexiones recolectadas/independientes
Max. y min. de transmitancia
Método de refinamiento

Pesos, w

Datos de refinamiento/parametros

Bondad del ajuste en F°

C14H28N;NiO15P4
694,95
triclinico

P-1

6,6792(3)

9,6383(4)

9,7242(5)

97,695(1)

93,744(1)

99,829(1)

608,77(5)

1

1,896

1,152

0,24 x0,20x 0,15

verde palido/prismatico

1,152 a 28,28°

-8, 8/-12,12/-12,12

8010/3001

0,84y 0,77

matriz de minimos cuadrados en F°
[W=1/s*(Fo?) + (0,0338 P)* + 0,6134P, P= (Fo’ + 2Fc?)/3
P=[Max(F,’,0)+2F’1/3

2901/0/208

1,089
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indices R finales, Rw [1>20(1)] R1=0,0265, wR2=0,0705

% Refinamiento de minimos cuadrados para los parametros angulares de 19487 reflexiones entre 2,44<6<26,00°.

Tabla 6: Datos de resolucion de la estructura de [Ni”(Ris)z(HZO)z]-ZHzO mediante difraccién de rayos X.

En la Tabla 7 se muestran algunas distancias y algunos angulos de enlace
seleccionados. Los resultados cristalograficos completos (lista completa de angulos y
distancias de enlace, parametros atdmicos de anisotropia térmica, coordenadas de los
atomos de hidrégeno, factores de amplitud estructural calculados y observados) se

incluyen en el Anexo |, y también se encuentran disponibles en el Cambridge CDC,

CCDC 733165.

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (2)
Ni-O1 2,063(1) O1-Ni-O4 90,82(4)
Ni-04 2,040(1) 01-Ni-08 88,85(5)
Ni-08 2,071(1) 01-Ni-O4a 89,18(4)

01-Ni-O8a 91,15(5)
04-Ni-08 88,31(5)
04-Ni-08a 91,69(5)
O1-Ni-Ola 180
0O4-Ni-O4a 180
08-Ni-08a 180

Tabla 7: Algunas distancias y algunos angulos de enlace seleccionados para [Ni”(Ris)z(HZO)z]-ZHzO.
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La Figura 15 muestra una representacion de la molécula con la numeracion asignada a

los atomos principales.

Figura 15: Representacion de la estructura molecular de [Ni"(Ris)z(HZO)Z]-ZHZO con elipsoides térmicas al

50% de probabilidad. Las moléculas de agua no coordinada fueron omitidas para mayor claridad.

El estudio de difraccidn de rayos X mostré que el complejo [Ni"(Ris),(H20),] consiste
en unidades monoméricas discretas. Ambos ligandos risedronato coordinan al dtomo
de niquel de forma bidentada a través de dos atomos de oxigeno, uno de cada grupo
fosfonato. Los sitios restantes de la esfera de coordinacion se completan por dos
atomos de oxigeno provenientes de dos moléculas de agua en posicion trans.

El grupo C-OH del risedronato no participa de la unién al metal, en contraste con el
complejo de Cu recién descrito. Ambos atomos de oxigeno de los grupos fosfonato que
coordinan al atomo central se encuentran deprotonados, mientras que el nitrégeno
piridinico permanence protonado, resultando esto en una carga de -1 para cada
ligando.

Tal como fue observado para el complejo de Cu ambos ligandos son equivalentes, con
un atomo de niquel ubicado en un centro de inversidn. Las distancias y angulos de
enlace alrededor del atomo de niquel se encuentran en concordancia con una
geometria octaédrica regular. Una compleja red 3D de enlaces de hidrégeno estabiliza
el compuesto en el cristal. En esta red participan moléculas de agua de coordinacidon y
de cristalizacién en los enlaces de hidrégeno intramolecular. Las moléculas de agua de
cristalizaciéon también participan en los enlaces de hidrégeno intermoleculares. Los

enlaces de hidrégeno N---:0O4” completan la red. Como se describid previamente, el
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efecto de estos enlaces de hidréogeno pudo ser evidenciado en el estudio de los
espectros IR y Raman.

Cabe destacar que se encuentran sélo dos complejos de risedronato en la base de
datos CSD, ellos son, catena-((1-hidroxi-1-(hidroxifosfinato)-2-piridin-3-il-
etil)fosfonato)-acua-cobalto), donde el aniéon risedronato presenta una carga de -2, y
catena-(dihidrogeno-1-hidroxi-2-(3-piridinio)etiliden-1,1-difosfonato)-(hidrégeno-1-
hidroxi-2-(3-piridil-nio)etiliden- 1,1-difosfonato)-gadolinio dihidrato) [40,41].

Los complejos de Co y Gd difieren notoriamente de los complejos de Cu y Ni descriptos
aqui. Esto se debe a que el ligando risedronato apunta a dos centros metalicos
diferentes estabilizando la especie polinuclear, mientras que los complejos reportados
en este trabajo de Tesis muestran una coordinacion en un solo centro metalico

definiendo asi, arreglos mononucleares.

Estructura cristalina de [Cu"y(Ale)4(H,0),]-2H,0

Por evaporacién lenta durante 48 horas, a temperatura ambiente, de una solucion
acuosa del complejo se obtuvieron monocristales adecuados del complejo
[Cu",(Ale)a(H20),]-2H,0 para la recoleccién de datos por difraccién de rayos X. La Tabla
8 resume los datos del cristal, los procedimientos de recoleccion de datos y los

resultados del refinamiento.

Férmula empirica C16Hs5,Cu;N4030Pg:2H,0
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo especial P2./c

Dimensiones de la celda unidad®

Temperatura (K) 125(2)
Longitud de Onda (A) 0,71073

a (A) 12,5988(14)
b (A) 13,3968(15)
c(A) 12,5122(14)
B(°) 110,935(1)
Volumen (A% 1972,4(4)
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Unidades de féormula por celda unidad/Z
Densidad calculada (mg/mm?)
Coeficiente de absorcién u (mm™)
Tamaiio del cristal (mm?)

Color/forma del cristal

Rango de 6 para recoleccién de datos
Rangos de indices de Miller

Reflexiones recolectadas/independientes
Max. y min. de transmitancia

Método de refinamiento

Pesos, w

Datos de refinamiento/parametros

Bondad del ajuste en F*

indices R finales, Rw [1>20(1)]°

2

1,999

1,518

0,12 x 0,06 x 0,06

incoloro/bloque

1,73 a30,42°

-17,17/-18, 18/-17, 17

0,0615

0,91y0,84

matriz de minimos cuadrados en F°
[W= 1/s*(Fo’) + (0,0306 P)* + 0,4761P,
P= (Fo? + 2Fc?)/3
P=[Max(F,’,0)+2F’1/3

4218/288

1,023

R1=0,0462, wR2=0,1239

a N . ;. . .
) Refinamiento de minimos cuadrados para los parametros angulares de 19487 reflexiones en el rango

2,44<0<26,00°.

® Los indices R se definen como: R1=3 | | F,|- |Fc| | /S| Fo

, WR=[S w( | Fo| - | Fe| VIS wi| Fo| )1

Tabla 8: Datos de resolucion de la estructura de [Cu”z(AIe)4(H20)2]-2H20 mediante difraccion de rayos X.

En la Tabla 9 se muestran algunas distancias y dangulos de enlace seleccionados. Los
resultados cristalograficos completos (lista completa de angulos y distancias de enlace,
pardmetros atdmicos de anisotropia térmica, coordenadas de los atomos de
hidrogeno, factores de amplitud estructural calculados y observados) se incluyen en el

Anexo |, y también se encuentran disponibles en el Cambridge CDC, CCDC 799811.

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (2)

Cu-04 2,023(2) 09-Cu-020/021(#1)-  174,6(1)/176,5(1)
Cu-04

Cu-09 1,941(2) 099-Cu-058 178,2(1)

Cu-020 1,946(2)  020-Cu-021(#1)/0(9)-  98,7(1)/91,3(1)
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Cu-0(4)

Cu-021(#1) 2,002(2)  020-Cu-04/09-Cu-099  83,5(1)/88,8(1)

Cu-058 2,405(2)  020-Cu-099/021(#1)-  90,0(1)/88,7(1)
Cu-099

Cu-099 2,289(3)  04-Cu-099/09-Cu-058  94,0(1)/95,1(1)

020-Cu-058/021(#1)-  89,9(1)/89,5(1)
Cu-058

04-Cu-058/0(9)-Cu- 87,8(1)/86,5(1)
0(21)#1

Tabla 9: Algunas distancias y algunos angulos de enlace seleccionados para [Cu"z(AIe)4(H20)2]-2H20.

La Figura 16 muestra una representacion de la molécula con la numeracion asignada a

los atomos principales.

Figura 16: Representacion de la estructura molecular de [Cu"(AIe)4(H20)2]-2H20. Las moléculas de agua

no coordinada y los hidrégenos fueron omitidos para mayor claridad.

El estudio de difraccion de rayos X mostré dos atomos equivalentes de Cu en el
complejo, que se encuentran relacionados a través de un centro de inversiéon
cristalografico ubicado en los vértices de la celda unidad, de esta manera, media

molécula forma la unidad cristalografica independiente.
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En este sentido, la especie de Cu-alendronato es un complejo dinuclear donde el anillo
central de 8 miembros estd formado por 2 dtomos de Cu, 2 de P y 4 de O. El metal se
encuentra rodeado por 6 dtomos de O, dos de ellos provenientes de un bisfosfonato
qguelato, otros tres atomos de oxigeno (también de los grupos fosfonato) se
encuentran formando parte de un puente hacia al otro centro de Cu (formando asi, un
arreglo del tipo Cu-0O-P-0) y las moléculas de agua completan la esfera de coordinacién
octaédrica.

Los atomos de oxigeno ecuatoriales (04, 09, 020 y 021) se presentan casi de manera
coplanar con respecto al centro metalico y el rango de distancia de enlace de Cu-O va
desde 1.941(2)-2.023(3) A, mientras que los enlaces axiales de Cu-O se presentan con
una elongacion [Cu-O(acuo)= 2,289(3) A, Cu-O(58)= 2,405(3) A] en concordancia con el
efecto Jahn-Teller caracteristico de los iones con una configuracion electrénica d°.
Todos los ligandos alendronato coordinados son monoanidnicos. Los grupos fosfonato
no son equivalentes, la mitad de ellos, los terminales, se presentan coordinando al
metal en una forma bidentada simple y la otra mitad se presentan como entidades
puente. Ambos tipos de ligandos, presentan un grupo P-OH (protonado) y dos atomos
de oxigeno (deprotonado) que coordinan al metal. Los fosfonatos quelantes forman
una union cis y presentan un grupo P=0. Dado que los fosfonato puente definen un
arreglo del tipo Cu-O-P-O-Cu el grupo P=0 no se presenta en el mismo. El ligando acuo
se encuentra en posicién trans al fosfonato puente, mientras que se encuentra un
grupo terminal NH;".

El grupo P-OH no interactia con el metal; tampoco participa en los enlaces de H. De
hecho, existe una extensa red de enlaces de hidrégeno intra e intermolecular entre las
unidades moleculares, las cuales incluyen ambas especies de agua, tanto coordinada

(acuo) como de cristalizacién (hidrato).

Estructura cristalina de [Co"(Pam),(H20),] y [Ni"(Pam),(H,0)]

Por evaporacién lenta durante 48 horas, a temperatura ambiente, de una solucion
acuosa del complejo se obtuvieron monocristales adecuados de los complejos de
[Co"(Pam),(H,0),] y [Ni"(Pam),(H,0),] para la recoleccion de datos por difraccién de

rayos X.
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La Tabla 10 resume los datos de ambos cristales, los procedimientos de recoleccién de

datos y los resultados del refinamiento. Las figuras 17 y 18 muestran una

representacion de las moléculas con la numeracién asignada a los atomos principales

(a excepcidn de los H) y los elipsoides vibracionales al 50% de probabilidad.

Férmula empirica
Sistema cristalino

Grupo especial

Temperatura (K)
Longitud de Onda (A)

Dimensiones de la celda unidad®
a (A)
b (A)
c(A)

()

Volumen (A%)

Unidades de formula por celda unidad/Z
Densidad calculada (mg/mm?)
Coeficiente de absorcién u (mm™)
Tamafio del cristal (mm?)

Color/forma del cristal

Rango de 6 para recoleccién de datos
Rangos de indices de Miller

Reflexiones recolectadas/independientes
Max. y min. de transmitancia

Método de refinamiento

Pesos, w

Datos de refinamiento/parametros

Bondad del ajuste en F°

CeH24CoN,046P4 CeH24N;NiO16P,4
Monoclinico Monoclinico
P21/n P21/n
125(2) 125(2)
0,71073 0,71073
7,350(6) 7,338(2)
10,851(9) 10,831(4)
10,908(9) 10,907(4)
94,407(11) 94,356(4)
867,3(13) 864,4(5)

2 2
2,156 2,163
1,451 1,586

0,21 x 0,07 x 0,04 0,15x0,14 x 0,05

Rosado/agujas Rosado/cuadrado
2,65a22,21° 2,65 a 28,28°
-7,7/-11,11/-11, 11 -9, 9/-14, 14/-14, 14
6487/1097/0,0669 11 028/2150/0,0446
0,94y0,75 0,92/0,80
matriz de minimos cuadrados en F*

[W= 1/s*(Fo®) + (0,0306 P)* + 0,4761P, P= (Fo’ + 2Fc’)/3

P=[Max(F,>,0)+2F.]/3

887/113
1,190

1773/118
1,212
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indices R finales, Rw [1>20(1)]°

R1=0,0399, wR2=0,1096

R1=0,0397, wR2=0,1143

% Refinamiento de minimos cuadrados para los parametros angulares de 19487 reflexiones en el rango 2,44<6<26,00°.

“indices R: R1=3 | | Fo|- |Fc| | /S| Fo

, WR=[S w( | Fo | > | Fe|PV/S wi | Fo| )1

Tabla 10: Datos de resolucion de la estructura de [Co”(Pam)z(HZO)z] y [Ni"(Pam)z(HZO)z] mediante

difraccion de rayos X.

En la Tabla 11 se muestran algunas distancias y algunos angulos de enlace

seleccionados. Los resultados cristalograficos completos (lista completa de angulos y

distancias de enlace, parametros atdmicos de anisotropia térmica, coordenadas de los

atomos de hidrégeno, factores de amplitud estructural calculados y observados) se

incluyen en el Anexo |, y también se encuentran disponibles en el Cambridge CDC,

CCDC 799812 y 799813.

Distancias de enlace (A)

Angulos de enlace (2)

Co0-07/Co-07" 2,133(5)/2,133(5)  04-Co-07/04- 87,1(2)/92,9(2)
Co-07’
Co-01/Co-01° 2,128(4)/2,128(4)  07-Co-01/07- 90,0(2)/90,0(2)
Co-0O1’
Co-04/Co-04" 2,056(4)/2,056(4)  01-Co-04/01- 87,1(2)/92,9(2)
Co-04’
01-Co-01°/04- 180/180/180
Co-04’/07-Co-
o7’
Ni1-03/Ni1-03’ 2,082(2)/2,082(2) 0O1-Ni-02°/01- 86,74(8)/93,26(9)
Ni-O2
Ni1-02/Ni1-02° 2,110(2)/2,110(2)  O1-Ni-03°/01- 88,03(9)/91,97(9)
Ni-O3
Ni1-01/Ni1-01° 2,029(2)/2,029(2) 02-Ni-03/02-Ni-  89,98(9)/90,02(9)
03
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01-Ni-01°/02- 180/180/180
Ni-O02°/03-Ni-
03’

Tabla 11: Algunas distancias y algunos dngulos de enlace seleccionados para [Co"(Pam)z(HZO)z] y

[Ni"(Pam),(H,0),].

Figura 17: Representacion de la estructura molecular de [Co"(Pam)z(HZO)Z].

Figura 18: Representacion de la estructura molecular de [Ni"(Pam)z(HZO)z].
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Como se puede observar en ambas figuras, el estudio de difraccidon de rayos X muestra
gue para ambos compuestos de pamidronato se presentan esferas de coordinacién
muy similares. Ademds, en ambos casos se encontro al centro metalico ubicandose en
un centro de inversién, determinando de esa manera, que estos complejos son
centrosimétricos.

En ambos complejos se observan dos ligandos que coordinan de forma bidentada al
centro metadlico a través de dos atomos de oxigeno quedando asi, los dos pamidronato
en posicién trans; dos moléculas de agua completan la esfera de coordinacién
octaédrica. Ambos atomos de oxigeno de los grupos fosfonato coordinantes se
encuentran deprotonados mientras que el nitrégeno de la amina se encuentra
protonado, resultando en una carga neta de -1 para cada ligando pamidronato.

En el complejo de Ni, el anillo quelato de pamidronato presenta distancias de enlace
de Ni-O1 y Ni-O2 que son significativamente diferentes [2,029(2) A y 2,110(2) A
respectivamente]; la distancia de enlace Ni-O (del agua) resulta en un valor intermedio
[Ni-03=2,082(2) A]. En el complejo de CoPam, la asimetria del ligando se confirma [Co-
04=2,056(4), Co-01=2,128(4)] pero el enlace Co-O (del agua) [Co-07=2,133(5) A] es
equivalente al de mayor longitud entre los enlaces Co-O (del pam).

El dngulo de mordida en los complejos de Co y Ni con pamidronato son similares
[92,9(1)° y 93,26(8)° respectivamente]; estos angulos son ligeramente mayores a los
encontrados para las especies de Cu-alendronato [91,3(1)°]. En conclusidn, la esfera de
coordinacion del cobalto en el complejo de pamidronato se presenta expandida en
comparacion con la de su andlogo de niquel. En ambos complejos se presenta una

extensa red de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares.

4.3.2.1.5 ESTUDIOS DE DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO PARA LOS COMPLEJOS
MAle

Como se menciond anteriormente, los acidos bisfosfénicos son buenos agentes
qguelantes de cationes divalentes (M) [28]. En particular para el alendronato, de
acuerdo a la Base de Datos de Estructuras Cristalograficas de Cambridge (CCSD),

solamente algunos compuestos de coordinacién han sido reportados. Entre ellos se
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puede distinguir dos tipos de estructuras: bis (u, -4-amonio-1-hidroxibutiliden-1,1-
bisfosfonato)-diacua-bis(4-amonio-1-hidroxibutiliden-1,1-bisfosfonato)-di-
M(Il)dihidrato (M= Co y Zn), y caten-(4-amino-1-hidroxibutiliden-1,1-bisfosfonito-M
monohidrato) (M= Mny Cd) [27,28,42].

En este sentido, otros compuestos de coordinacion de M-alendronato obtenidos
podrian cristalizar en una de estas dos estructuras generales. El analisis de los
resultados muestra que estos compuestos presentan un patron de difraccion de rayos
X en polvo muy similar. Luego de la rutina de indexado de picos, involucrando a veinte
sefales en todos los casos, se determind que todas las estructruras presentan el grupo
espacial monoclinico P2:/c; con parametros estructurales muy similares al analogo

C16H52C02N4O30Pg'2H20 (ver Tabla 12).

Estructura a(A) b (A) c(A) B (2)
CuAle 12,617(1) 13,474(1) 12,533(1) 111,01(1)
(Rietveld)
CuAle 12,623(3) 13,467(2) 12,529(2) 110,95(1)
MnAle 12,698(2) 13,691(4) 12,446(3) 109,81(2)
CoAle 12,579(3) 13,601(3) 12,429(2) 109,92(1)
NiAle 12,509(1) 13,537(2) 12,509(2) 109,542(2)

Tabla 12: Pardmetros de celda refinados para todos los compuestos en el grupo espacial P2,/c.

Este compuesto de cobalto, presenta los siguientes parametros de celda: a= 12,556(8)
A, b=13,501(5) A, c= 12,423(5) A, a= 90,00°, B= 109,92(8)°, ¥= 90,00°. Como ya se ha
descrito, es un complejo dinuclear, con un entorno pseudo-octaédrico alrededor del
centro metalico, formado por el ligando alendronato y completado por dos moléculas
de agua. En esta estructura, existen dos grupos de ligandos fosfonatos que adoptan o
bien una disposicidn en la coordinacion de quelato simple o de quelato puente. Ambos
grupos se encuentran deprotonados, aportando un grupo dianidnico bidentado, donde

cada fosfonato se encuentra en la forma —P=0(0O")(OH) [28].
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Los estudios realizados confirman, por un lado, que se obtuvo el compuesto de
formula Ci6Hs,Co,N4030Ps-2H,0 previamente descrito y por otro, que se ha obtenido
una nueva serie de complejos isoestructurales de férmula CiHs2M>N4030Pg-2H,0.

Los resultados fueron confirmados, ademas, a partir de un ajuste del patrén completo
de senales, usando el método Rietveld, mediante el EXPGUI-GSAS suite [42-44]. En la
Figura 19 se exponen los resultados finales para el compuesto
[Cuy(Ale)4(H20)2]-2H,0, en el grupo espacial P2:/c, confirmando asi, la estructura

cristalina de la serie.
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Figura 19: Patron de seiales por método Rietveld para el compuesto [Cu,(Ale)s(H,0),]-2H,0.

En resumen, los resultados obtenidos a partir de la difraccién de rayos X permitieron
concluir que todos los compuestos obtenidos de alendronato en este trabajo de Tesis

son isoestructurales.

4.3.2.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL EN SOLUCION

4.3.2.2.1 ESTUDIO DE VOLTAMETRIA CiCLICA

El objetivo de estos estudios fue determinar si en solucién acuosa, al valor de pH al

que se realizaran los estudios bioldgicos, es posible detectar la presencia de especies
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complejas que incluyan el ligando activo. Para ello se estudiaron los complejos
obtenidos y las sales de los iones metalicos correspondientes por voltametria ciclica
utilizando un electrodo de gota colgante de mercurio (HDME) en solucion de buffer
fosfato, pH=7. Los resultados obtenidos para el sistema CuRis se muestra en la Figura
20. En las condiciones experimentales ensayadas, todos los compuestos metalicos de
risedronato (M-Ris) mostraron un comportamiento similar. Los mismos muestran en el
barrido catédico un proceso de reduccidn, el cual puede ser atribuido a la reduccion
del i6n metdlico central. Ademads, no se observan sefiales para el ligando libre en ese
mismo rango de potenciales. Por otro lado, el comportamiento electroquimico de las
sales de los metales es similar pero el potencial al que aparece la sefal de reduccién

del metal es diferente a la que se observa para las soluciones de los complejos MRis.

0.18 1
0.16 1
0.14 -
0.12
0.10 -
0.08
0.06
0.04 -
0.02 -
0.00 -
-0.02 -
-0.04
-0.06 il
-0.08 T T T T T T T T T T T T T
100 50 0 50  -100  -150  -200
Potential/mV

0.20 (b)

Current/Ax10-5

Figura 20: Voltagramas ciclicos de a) CuCl, 0,5 mM b) [Cu”(Ris)z] 0,5 mM en soluciones acuosas (buffer

fosfato 0,1 M, pH = 7) a una velocidad de barrido de 100 mV/s.

Los valores de potencial obtenidos para los picos de reduccién de los complejos de M-

Ris y de las sales de sus metales correspondientes se presentan en la Tabla 13.
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Compuesto E (V)

[Mn"(Ris),] -0,210
MnCl, -0,083
[Co"(Ris),] -0,163
CoCl, -0,080
[Ni"(Ris),] -0,091
NiCl, -0,077
[Cu"(Ris),] -0,138
CuCl, -0,057

Tabla 13: Valores de potencial de reduccién, en V, correspondientes a soluciones acuosas (buffer fosfato
0,1 M, pH = 7), a una velocidad de escaneo v = 100 mV/s, de los complejos metélicos de risedronato y
sus correspondientes sales metalicas. Los valores fueron medidos en las condiciones reportadas para los

experimentos.

Los resultados obtenidos muestran que, en las condiciones del experimento, existen
especies complejas metal-risedronato en solucién. Ademas, no se observan cambios
en la sefial electroquimica, dentro de los cinco dias necesarios para la realizacién de los
estudios bioldgicos, mostrando que las especies metalicas de risedronato presentes en

la solucidn resultan estables en este periodo de tiempo.

4.3.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPLEJOS OBTENIDOS

4.3.3.1 ESTUDIOS IN VITRO

4.3.3.1.1 ACTIVIDAD ANTI T. cruzi IN VITRO

4.3.3.1.1.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTAS Y AMASTIGOTAS
INTRACELULARES DE T. cruzi Y ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS VERO

La evaluacion biolégica se realizé en primera instancia en la forma epimastigota de T.
cruzi. Ademas, se estudio la inhibicién de crecimiento de la forma amastigota, como

etapa intracelular obligada en mamiferos [45,46]. Adicionalmente, se evalud, en
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ausencia de infeccion parasitaria, el efecto citotdxico de los complejos ensayados en
las células Vero de mamifero.

Los compuestos fueron evaluados in vitro en la forma epimastigota del parasito (cepa
Tulahuen 2) como screening primario de la actividad potencial de los mismos. A
concentraciones de 25 uM los complejos obtenidos con risedronato resultaron téxicos
para la forma epimastigota del parasito siendo, la mayoria de ellos, mas activos que el
risedronato libre. Por otro lado, todos los complejos metalicos de alendronato y
pamidronato resultaron, a concentraciones de 50 uM, mas activos contra esta forma
del parasito que sus correspondientes ligandos libres.

Basadndose en estos resultados, todos los complejos fueron seleccionados para evaluar
su actividad contra la forma intracelular amastigota del parasito. A partir de las curvas
dosis-respuesta se determinaron las concentraciones de complejos que inhiben el 50%

del crecimiento intracelular del parasito (Clsg). Los resultados obtenidos se exponen en

la Tabla 14.
Compuesto PCsoum (4" Clso (uM)b
(epimastigotas) (amastigotas)

NaRis 19 55,1+5,2
[Cu"(Ris)] 32 232=+7,1

[Co"(Ris),] 26 >50
[Ni"(Ris),] 24 34,4+ 10,0
[Mn"(Ris),] 15 14,5 + 4,3
NaAle 0 38,3x2,3
[Cu",(Ale)s(H,0),] 10 13,9+5,7
[Co",(Ale)s(H20),] 24 26,5+9,0
[Ni"(Ale)s(H20)] 19 19,9 = 7,7
[Mn",(Ale)s(H,0),] 1 14,3 £6,2
NaPam 0 38,8 +5,0
(ICu"(Pam)]-H,0), 32 11,2 3,3
[Co"(Pam),(H,0),] 26 11,2 3,3
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[Ni"(Pam),(H,0)] 24 12,5+2,8

[Mn"(Pam);(H,0),] 15 17,0 £ 0,4
Nalba No realizado >100
{[Co"(Iba)]-6H,0} No realizado 10,4+ 1,6
{INi"(Iba)]-6H,0}, No realizado 5,2+3,8
{[Mn”(lba)]-GHzO}n No realizado 16,8 +7,5
Benznidazol - 2,0+0,3

% PIC: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de epimastigotas de T. cruzi a la dosis

especificada de 50 uM. El error en estas determinaciones fue menor al 10 %.

®. Concentracién de complejo capaz de inhibir el 50 % del crecimiento de

amastigotas de T. cruzi (Clso uM)

Tabla 14: Actividad bioldgica in vitro de los complejos metalicos con ligandos bisfosfonatos. Se incluyen

para comparacion valores de Clsg en T. cruzi (cepa Tulahuen 2) de los ligandos libres.

Todos los complejos de MRis, a excepcidn de CoRis fueron muy activos sobre la forma
amastigota de T. cruzi, presentando valores de Clsg del orden micromolar. Los
complejos metdlicos de risedronato presentaron valores de Clso comprendidos entre
14-23 uM mientras que la Clsg del ligando libre es de 55 uM. El complejo de Mn resulté
ser el mas activo de la serie.

Para los compuestos de alendronato, los resultados también mostraron una mejora de
la actividad anti T. cruzi como consecuencia de la coordinacién metalica (excepto para
CoAle que practicamente no se modifica). En este caso, CuAle y MnAle resultaron ser
los compuestos mds activos contra la forma amastigota del parasito. Los valores de
Clso obtenidos son del mismo orden que los de los complejos de la serie MRis.

En ambas series de complejos, MRis y MAle, se observa una clara correlacion entre la
naturaleza del centro metdlico y la actividad biolégica de los complejos, siendo los
complejos de manganeso los mas activos en ambas series y los de cobalto los menos
activos. Como se verd a continuacion, el efecto del centro metalico en la serie de

pamidronato e ibandronato no presenta la misma tendencia.
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Con respecto a los complejos metdlicos de pamidronato, mostraron una actividad
bastante similar entre si pero, al igual que para las series de complejos MRis y MAle,
los complejos fueron hasta 4 veces mas activos que el ligando libre.

Los complejos Mlba obtenidos resultaron también muy activos frente a la forma
amastigota de T. cruzi a pesar de que el ligando libre no mostré actividad a las dosis
ensayadas. En este caso, los valores de Clsg obtenidos fueron similares para todos los
complejos de la serie.

Es importante destacar que para todos los complejos obtenidos, no se observé
toxicidad sobre las células Vero de mamifero en concentraciones de hasta 50 uM, lo
que implicaria en buenos a moderados indices de selectividad.

En la Figura 21 se exponen los valores de Clsg en amastigotas de T. cruzi para todos los

complejos y sus respectivos ligandos libres.

100

S

=

Gm
B Pam
HAle
I Ris
M |ba

Figura 21: Grafico comparativo de los valores de Clsq en amastigotas para todos los complejos metdlicos

obtenidos y sus respectivos ligandos libres.
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4.3.3.2 ESTUDIO DE MECANISMO DE ACCION

4.3.3.2.1 INTERACCION CON PROTEINAS

El estudio de interaccion con proteinas realizado a los complejos metdlicos es
particularmente relevante para el desarrollo de los metalofarmacos debido a que estas
biomoléculas presentan una variedad importante de opciones para coordinarse con
complejos metdlicos. La interacciéon de un farmaco con las proteinas plasmaticas
podria jugar un rol fundamental en la determinacion de su biodisponibilidad. Por
ejemplo, las proteinas plasmaticas podrian transportarlos a los sitios de accién
correspondientes y diversos ejemplos se presentan reportados en literatura,
incluyendo farmacos que actualmente estan siendo evaluados en fase clinica [47,48].

Por lo tanto, se estudié la interaccion de los complejos metdlicos obtenidos con
albumina sérica bovina (BSA, en inglés), como proteina plasmatica modelo y los

resultados se exponen en la Tabla 15.

Compuesto Complejo unido a BSA (%)

[Cu"(Ris).] 64

[Co"(Ris).] 87

[Ni"(Ris),] a1

[Mn'(Ris).] 67
[Cu";(Ale)a(H;0),] 94
[Co";(Ale)s(H,0),] 54
[Ni"5(Ale)s(H,0),] 88
[Mn';(Ale)s(H0),] 52
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([Cu"(Pam)].H,0), 98

[Co"(Pam),(H,0),] 76
[Ni"(Pam),(H,0),] 91
[Mn'"(Pam);(H,0),] 0

Tabla 15: Porcentajes de union a BSA de los complejos obtenidos luego de 48 horas de incubacion.

Los resultados mostraron, en la mayoria de los casos, que los complejos metdlicos
obtenidos presentan altos niveles de unidon a BSA (de 52 a 98%) en las condiciones
ensayadas. Este hecho podria favorecer la actividad bioldgica in vivo de los complejos,
al compensar la baja solubilidad de los mismos en solucién acuosa (a pH = 7, se logré
alcanzar la concentracién maxima de 0,5 mM) mientras las proteinas plasmaticas los
transportan a sus sitios objetivo correspondientes. Se realizaran estudios posteriores
para evaluar el rol real de las proteinas en el comportamiento bioldgico de los

complejos.

4.3.3.2.2 INHIBICION DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS FARNESIL DIFOSFATO SINTASA
DE T. cruzl (TCFPPS) Y HUMANA (HsFPPS)

La inhibicién selectiva de la actividad de farnesil difosfato sintasa de T. cruzi (TcFPPS)
ha sido reportada como un punto clave en el mecanismo de accién fundamental en los
bisfosfonatos con actividad anti T. cruzi.

Se estudio la habilidad de los complejos de inhibir tanto la TcFPPS, asi como la HsFPPS

y los resultados y los valores de Clsg para la inhibicion de las mismas se exponen en la

Tabla 16.
Compuesto Clso (WM)? (TcFPPS) Clso (LM)® (HSFPPS)
NaRis 0,027 + 0,009 0,030 + 0,026
[Cu"(Ris)] 0,0260 = 0,0048 0,479 = 0,116
[Co"(Ris)] >0,1 >0,1
[Ni"(Ris),] 0,0029 = 0,0012 0,034 = 0,008

145



[Mn"(Ris),] 0,0027 + 0,0014 0,037 + 0,004

NaAle 4,40 £ 0,48 >10
[Cu",(Ale)s(H,0),] 0,717 = 0,137 >10
[Co",(Ale)s(H,0),] >50 >10
[Ni",(Ale)s(H,0).] 0,167 = 0,020 >10
[Mn",(Ale)4(H,0),] 0,128 + 0,031 >10

NaPam 1,340 + 0,013 >10
(Icu"(Pam)]-H,0), 0,095 = 0,020 >10
[Co"(Pam),(H,0)s] 0,215 + 0,049 >10
[Ni"(Pam),(H,0),] 0,328 = 0,080 >10
[Mn"(Pam),(H,0)5] 0,161 + 0,089 >10

Nalba 0,19 = 0,04 0,96 = 0,09
{[Co"(Iba)]-6H20}, 0,83 0,16 >10
{INi"(Iba)]-6H20}, 0,15 + 0,02 11,70 = 1,82

{IMn"(Iba)]-6H20}, 0,11 +0,02 >10

% Concentracién de complejo capaz de inhibir el 50 % de la actividad de TcFPPS.

®. Concentracién de complejo capaz de inhibir el 50 % de la actividad de HsFPPS.

Tabla 16: Actividad bioldgica in vitro de los complejos metalicos con ligandos bisfosfonatos. Se incluyen
para comparacion valores de Clsg en HsFPPS de los compuestos y la actividad TcFPPS y HsFPPS de los

ligandos libres.

Los complejos de la serie MRis, MAle y MPam (a excepcion de CoRis y CoAle)
resultaron ser potentes inhibidores de TcFPPS, donde la inhibicién resultd mayor que
la de sus respectivos ligandos libres. Sus valores de Clsg fueron, en la mayoria de los
casos, de 10 a 40 veces menores para los complejos obtenidos en comparacidn con sus
ligandos libres. Fue posible encontrar una correlacion entre la eficacia de los complejos
metalicos como inhibidores de la TcFPPS y la actividad frente a la forma amastigota de
T. cruzi observada. En el caso de los compuestos metdlicos de risedronato y
alendronato, el complejo de manganeso, ademas de ser el mas activo de la serie frente
a T. cruzi, presentd los valores mas bajos de Clso para la inhibicién de TcFPPS. Por otro

lado, los complejos de cobalto, que fueron los menos activos en ambas series, no

146



presentaron capaciad de inhibicién de la enzima. Es importante destacar, como ya fue
mencionado, que ha sido descrito que son necesarios iones magnesio para la union de
los bisfosfonatos a la FPPS [36]. Los iones metdlicos divalentes presentes en los
complejos podrian ser los responsables del incremento en la capacidad de unién de los
mismos a la enzima, y por ende, de la mejoria observada en la actividad inhibitoria. Tal
como fue observado previamente para la actividad anti T. cruzi, la serie de complejos
de pamidronato no presentd variaciones significativas en los valores de inhibicién de la
TcFPPS pero la misma fue 10 veces mayor que la del ligando libre.

Por otro lado, los complejos de la serie Mlba no resultaron mejores inhibidores de la
TcFPPS que el ligando libre. Por lo tanto, para esta serie de compuestos no existe una
correlacién entre la actividad anti T. cruzi y la actividad inhibitoria de la TcFPPS como la
observada para el resto de las series. En la busqueda de una explicacién para el
aumento de la actividad anti T. cruzi de esta serie de compuestos se estudié la
inhibiciéon de la actividad de la enzima solanesil difosfato sintasa de T. cruzi (TcSPPS).
Esta enzima también ha sido descrita como un punto clave en el mecanismo de accion
de los bisfosfonatos con actividad anti T. cruzi [49]. En este caso, el ensayo de
inhibicién de actividad de la TcSPPS fue realizado a los compuestos de ibandronato y
los resultados presentados en la Tabla 17 determinan que los compuestos obtenidos
no resultaron ser mejores inhibidores de TcSPPS en comparacién con el ligando libre.
Por lo tanto, el aumento de la actividad anti T. cruzi de la serie de compuestos de

ibandronato tampoco pudo ser explicado a través de la inhibicidon de esta enzima.

Compuesto Clso (uM)? (TcSPPS)
Nalba 1,22 +0,51
{[Co"(Iba)]-6H,0}, 5,38 + 2,51
{[Ni"(Iba)]-6H,0}, 2,58 = 0,55
{IMn"(Iba)]-6H,0}, 4,37 + 0,84

% Concentracién de complejo capaz de inhibir el 50 % de la actividad de TcSPPS.

Tabla 17: Resultados obtenidos a partir del estudio de inhibicion de solanesil difosfato sintasa SPPS de T.

cruzi (TcSPPS).
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Todos los complejos fueron ensayados, ademas, como inhibidores de la actividad de |a
HsFPPS. Los complejos de alendronato, pamidronato e ibandronato no inhiben la
actividad de la HsFPPS en las dosis ensayadas, mostrando indices de selectividad
mayores a 100 en algunos casos. Los complejos metdlicos de risedronato muestran
inhibicién de la actividad de la HsFPPS pero la inhibicion de la misma es 10 veces

menor que la encontrada para la TcFPPS.

Es importante destacar que los resultados obtenidos a partir del estudio de la actividad
biolégica in vitro de los compuestos, asi como los indices de selectividad que los
mismos presentaron frente a las enzimas parasitarias como blanco de accion
ameritaron pasar a etapas avanzadas de estudios de actividad in vivo en modelos
murinos. Si bien los primeros resultados de los ensayos realizados para el complejo de
MnRis no resultaron alentadores debido, principalmente, a la baja solubilidad de los

mismos, los estudios de actividad bioldgica in vivo siguen en curso.

4.4 CONCLUSIONES

Se sintetizaron dieciséis complejos metdlicos utilizando bisfosfonatos como ligandos
bioactivos frente a T. cruzi. Los complejos de férmula general [M"(Ris),]-4H,0,
[Ni"(Ris)2(H20):]-2H,0 'y [M";(Ale)s(H;0);]-2H,0 con M = Cu, Co, Mn y Ni,
([Cu"(Pam)]-H,0), y [M"(Pam),(H,0),]-3H,0 con M = Mn, Co, Ni, y {{M"(Iba)]-6H,0},
con M = Mn, Co, Ni se caracterizaron analitica, fisicoquimica y estructuralmente de
forma exhaustiva incluyendo la resolucién de la estructura de cinco de ellos por
difraccion de rayos X en monocristal.

Desde el punto de vista de la actividad bioldgica, para todos los complejos obtenidos
(excepto CoRis y CoAle) se observd un aumento significativo en la actividad sobre la
forma amastigota intracelular de T. cruzi como consecuencia de la complejacién,
presentando valores de Clsg en el rango micromolar.

El principal mecanismo de accién antiparasitaria de los bisfosfonatos, la inhibicién de
TcFPPS, permanece en la mayoria de los complejos metalicos obtenidos. Ademas, se
observa, a excepciéon de la serie de complejos Mlba, un aumento en los niveles de

inhibicién enzimatica luego de la coordinacién. Ademas, el aumento de la actividad
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anti T. cruzi pudo ser correlacionado con la alta inhibicion de esta enzima. Para los
complejos Mlba se estudid la inhibicion de la actividad de la TcSPPS, pero estos
resultados tampoco pudieron ser correlacionados con la actividad anti T. cruzi para
esta serie de complejos.

Por otro lado, todos los complejos obtenidos que demostraron ser inhibidores
selectivos de TcFPPS mostraron practicamente ninguna, o una muy baja, inhibicion de
la HsFPPS.

En concordancia con estudios previos del grupo de investigacion, los resultados de
este trabajo de Tesis muestran que la coordinacion de compuestos organicos con
actividad anti-tripanosoma con iones metdlicos puede ser una estrategia adecuada
para desarrollar nuevas herramientas terapéuticas contra la Tripanosomiasis
americana. Sin embargo, los resultados de los estudios in vivo realizados para el

complejo MnRis no fueron los esperados.
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5.1 GENERALIDADES

Como vya se ha descrito, la hipdtesis general de este trabajo de Tesis implica la sintesis
y caracterizacién de compuestos metdlicos con ligandos que muestran actividad contra
Trypanosoma cruzi y su estudio tanto quimico-estructural como bioldgico. En
particular, este capitulo trata los estudios de sintesis, fisicoquimico-estructurales,
biolégicos y de mecanismo de accidn realizados a los compuestos rutenio-p-cimeno
con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro-2-furaldehido, HL (siendo HL la forma

neutra, y L la forma monoanidnica deprotonada) (Figura 1).

S R=H HL1
m/ || R = metil HL2
O,N /N\NH/\NHR R = etil HL3

O R = fenil HL4

Figura 1: Tiosemicarbazonas bioactivas derivadas de 5-nitro-2-furaldehido.

5.1.1 POTENCIALIDAD DEL RUTENIO PARA EL DESARROLLO DE AGENTES
ANTIPARASITARIOS

Los compuestos de rutenio han sido ampliamente explorados con respecto a sus usos
potenciales en medicina como agentes quimioterdpicos contra diferentes
enfermedades. En particular, han demostrado su mayor potencial como candidatos
para farmacos antitumorales, siendo alternativas promisorias a los complejos de
platino. El interés en el rutenio se basa en el hecho de que muestra propiedades
guimicas y bioldgicas que hacen que sus compuestos sean particularmente adecuados
para el desarrollo de potenciales farmacos [1-7]. Estas propiedades relevantes se
describen a continuacion. Algunas de ellas se relacionan con la potencial actividad
antitumoral de los complejos, sin embargo, como se explica mas adelante, podrian ser
de interés también en el desarrollo de agentes antiparasitarios.

- Ambos estados de oxidacion del rutenio bioldgicamente relevantes (Il y lll)

muestran una gran versatilidad de coordinacidon, mostrando mayor preferencia
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por donores como nitrégeno o azufre, los cuales se presentan comunmente en
biomoléculas, como ADN, proteinas celulares y séricas, asi como enzimas.

Los compuestos de rutenio usualmente exhiben potenciales Ru(lll)/Ru(ll)
comprendidos en el rango de potenciales redox compatibles a nivel bioldgico,
permitiendo la biorreduccién de los compuestos de Ru(lll) por diferentes
bioligandos y enzimas celulares.

En el medio bioldgico los agentes reductores como glutation, ascorbato y
algunas proteinas son capaces de reducir Ru(lll) a Ru(ll). Por otro lado, el
oxigeno molecular y la citocromo oxidasa son capaces de revertir el proceso,
oxidando Ru(ll) a Ru(lll). Los potenciales de reduccidon pueden, de esta manera,
ser explorados para poder obtener profarmacos de rutenio que podrian ser
activados en los tejidos tumorales hipdxicos mediante la biorreduccion,
otorgadndoles selectividad mediante la reoxidacién en células sanas
normalmente oxigenadas [8].

Ru(ll) y Ru(lll) forman compuestos hexacoordinados, de geometria octaédrica,
permitiendo la interconversion in vivo entre ambos estados de oxidacidon sin
requerimientos extra de energia para los rearreglos estructurales. Esta
geometria octaédrica ofrece mayores posibilidades de coordinaciéon a los
blancos moleculares relevantes que el centro de platino(ll) tetracoordinado.
Estos sitios de coordinacion adicionales podrian ser usados para permitir un
ajuste fino de las propiedades farmacolégicas relevantes de los compuestos,
por ejemplo, introduciendo coligandos adecuados.

Los compuestos de rutenio muestran baja toxicidad en humanos,
probablemente debido a las similitudes metabdlicas que presenta el rutenio
con el hierro. En particular, al simular su comportamiento, logra unirse a
proteinas séricas (como albumina y transferrina) que contribuyen a disminuir la
toxicidad de los compuestos de rutenio y a transportarlos selectivamente a las
células tumorales. Las células tumorales presentan mayores demandas de
hierro que las células normales, y de esa manera, presentan un mayor numero
de receptores de transferrina en la superficie celular lo que lleva a una mayor

selectividad por los compuestos de rutenio [9].
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Los caminos metabdlicos de las células altamente proliferativas, como las células
tumorales o parasitarias, presentan similitudes que permiten establecer una
correlacién entre las actividades antitumorales y antiparasitarias. Muchos agentes
antitumorales organicos e inorganicos han presentado, a su vez, actividad
antiparasitaria y viceversa. El cisplatino y la cloroquina son claros ejemplos de ello [10-
15].

Por otro lado, asi como para las células tumorales altamente proliferativas, los
parasitos muestran mayores demandas de hierro (en comparacion con las células
huésped normales) para poder llevar a cabo sus funciones bioldgicas esenciales. La
adquisicion efectiva de hierro es un pre-requisito para la supervivencia de todos los
organismos, incluyendo el pardsito protozoario de interés en este Trabajo de Tesis. Por
ejemplo, ha sido previamente demostrado que la forma amastigota de T. cruzi posee
receptores para transferrina humana (principal proteina transportadora de hierro en
plasma). Se ha planteado que el hierro que es esencial para el crecimiento intracelular
de las amastigotas es adquirido por las mismas a través de endocitosis mediada por
receptores de transferrina [16]. De esta manera, al simular el metabolismo del hierro
se faciltaria la internalizacion de los compuestos de rutenio por parte del parasito. En
este mismo sentido, el ingreso de ligandos organicos antiparasitarios coordinados a
rutenio podria actuar como un “caballo de Troya”, que permitiria sortear los
mecanismos de resistencia del pardsito a estos compuestos orgdnicos bioactivos
logrando el ingreso al mismo.

Dentro de los compuestos de rutenio que han demostrado actividad antiparasitaria,
con posterioridad al inicio de este Trabajo de tesis, aquellos que contienen el
fragmento p-cimeno presentaron resultados promisorios. Estos complejos se
obtuvieron a partir del precursor [Ru"(p-cimeno)Cl,],. En la Figura 2 se muestra la
estructura genérica del fragmento Ru-p-cimeno, donde X, Y y Z son los atomos donores
de ligandos monodentados o quelantes que ocupan los tres sitios de coordinacién
restantes adoptando la forma conocida como “taburete” de piano. La naturaleza de

estos ligandos juega un rol crucial en la actividad bioldgica del complejo formado [17].
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Figura 2: Estructura genérica de los complejos Ru-p-cimeno con X, Y, Z como posibles ligandos

monodentados o quelantes.

Tal como fue mencionado en el Capitulo 1, la linea de investigacion llevada a cabo por
Sanchez-Delgado y colaboradores sobre complejos de rutenio y clotrimazol (CTZ),
permitié determinar que de todos los complejos desarrollados por ese grupo el
complejo conteniendo al centro organometalico Ru-p-cimeno mostrd los mejores
resultados antiparasitarios. Este complejo, [Ru”(nG-p-cimeno)CIz(CTZ)], resulté 58
veces mas activo contra T. cruzi que el CTZ libre, mostrando valores de DLsg en el rango
submicromolar. Ademas, mostrd excelentes indices de selectividad, mayores que 500 y
75 para L. major y T. cruzi, respectivamente, lo que lo convierte en un buen candidato
para el estudio de su mecanismo de accién y realizacion de estudios in vivo. [18].

Es importante destacar que la sintesis de complejos de rutenio semi-sandwich
conteniendo el fragmento areno ha tomado un interés creciente debido a sus
potenciales aplicaciones a nivel de sintesis quimica [19,20], asi como de terapéutica
[21]. Los antecedentes reportados [17] llevan a suponer que la presencia del
fragmento lipofilico p-cimeno facilitaria la difusion de los complejos a través de la
membrana celular lipofilica, mejorando asi, las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas

de los complejos que lo contienen.

5.1.2 TIOSEMICARBAZONAS

Las tiosemicarbazonas (Figura 3) son compuestos organicos que presentan una amplia
variedad de bioactividades, y sus aplicaciones quimicas y bioldgicas han sido

extensamente investigadas.
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Figura 3: Estructura general de las tiosemicarbazonas. R; y R, pueden ser grupos alquilo o ariloy Rz y R,

pueden ser grupos alquilo o arilo o hidrégeno.

La literatura investigada contiene revisiones de muchos aspectos de la quimica de
estos compuestos, como los métodos preparativos, esteroquimica, coordinacién en
complejos metalicos, caracteristicas espectrales y estructuras cristalinas [22-26].

Las tiosemicarbazonas tienen un amplio espectro de propiedades farmacoldgicas y
representan una clase importante de compuestos cuyas propiedades han sido
intensamente estudiadas en la Quimica Medicinal, y en particular, en la Quimica
Inorganica Medicinal, debido a su capacidad quelante y al papel que juega la
coordinacion a metales en su mecanismo de acciéon farmacoldgica. Las
tiosemicarbazonas muestran actividad como agentes antitumorales, antivirales,
antifungicos, antibacterianos y antimalaricos, entre otras. Sin embargo, la actividad
antitumoral ha sido la mds estudiada. Como ejemplo relevante, la Tiaprina (3-
aminopiridina-2-carboxaldehido tiosemicarbazona) ha ingresado a fases clinicas como
potencial antileucémico hace algunos anos [27,28]. Este farmaco actla como un
guelante del hierro y como potente inhibidor de la ribonucleétido reductasa, enzima
que cataliza la conversién de ribonucleétidos en desoxiribonucleétidos requerida para
la biosintesis del ADN vy, por lo tanto, indispensable para la sobrevida, crecimiento y
proliferacién celular [29]. Ademads, algunos complejos metélicos de estos ligandos
tienen la capacidad de mimetizar la accion de ciertas enzimas [30]. Por ejemplo,
algunos complejos de cobre (llI) imitan la accidon de la superdxido dismutasa [31].
También, los complejos de tiosemicarbazonas, particularmente los de Cu, Tc y Re,
tienen la posibilidad de utilizarse como radiofarmacos, tanto con fines de diagndstico

como para radioterapia [30].
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Tiosemicarbazonas como agentes antiparasitarios

En relacién a la actividad antiparasitaria, ha sido descrito que algunos derivados
tiosemicarbazona exhiben una potente actividad inhibitoria de la cruzipaina asi como
actividad tripanosomicida contra parasitos en cultivos celulares. Como vya fue
mencionado en el Capitulo 1, esta proteasa se expresa en todas las etapas del ciclo de
vida del parasito y es esencial para la replicacién de la forma intracelular [32]. Esta
enzima esta también involucrada en la alimentacion del parasito a partir de las
proteinas del huésped, en la evasion de los mecanismos de defensa del huésped y en
el ingreso del parasito a las células, entre otras funciones [33-35]. Por este motivo, la
cruzipaina resulta un blanco atractivo para el disefio de nuevos farmacos para el
tratamiento de la Tripanosomiasis americana. En particular, para el caso de las
tiosemicarbazonas, los estudios mecanisticos sugieren el ataque covalente de la Cys25
de la enzima al carbono tiocarbonilico de la tiosemicarbazona asistido por la

transferencia del protén His159 al azufre tiocarbonilico (Figura 4) [36].

Figura 4: Mecanismo de inhibicion de la cruzipaina por los derivados tiosemicarbazona.

Por otro lado, Cerecetto y col. desarrollaron en colaboracidon con nuestro grupo una
serie de tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano (Figura 5). Estos compuestos
presentan en su estructura, al grupo 5-nitrofurano, que es el grupo farmacoéforo del
nifurtimox. Se esperaba que estas tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano

presentaran un mecanismo de accion similar al nifurtimox, generando reciclaje redox a
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través de la reduccion intraparasitaria del grupo nitro. Ademads, debido a la presencia

del grupo tiosemicarbazona, podrian actuar inhibiendo la cruzipaina [36].

S

sV
O,N = /\E

o NHR R=H, metil, etil, fenil

Figura 5: Tiosemicarbazonas bioactivas derivadas de 5-nitrofurano (n = 0: 5-nitrofuraldehido, n = 1: 3-(5-

nitrofuril) acroleina).

Con el fin de comprobar el mecanismo propuesto, esta familia de tiosemicarbazonas
derivadas de 5-nitrofurano fue estudiada por voltametria ciclica para determinar el
potencial de reduccion del grupo nitro en el nitrofurano. Este valor es indicativo de si
es posible que estos compuestos sean reducidos en los rangos de potencial existentes
en el medio bioldgico. Estos derivados mostraron menores potenciales de reduccién
del grupo nitro E1/; que el nifurtimox, lo que implicé la posibilidad de que desarrollaran
una actividad antitripanosomal promisoria. La capacidad donor/aceptor de los
sustituyentes en N* (H, metil, etil, fenil) no parecié afectar significativamente los
potenciales de reduccion de los derivados [37].

Por otro lado, la capacidad de los compuestos de generar especies radicalarias en el
parasito fue estudiada por EPR utilizando la técnica de “spin trapping” y se realizaron
experimentos de medida del consumo de oxigeno para evaluar si los compuestos
producen reciclaje redox en el parasito [37,38]. Los resultados de los estudios
bioldgicos y los experimentos de EPR en el sistema T. cruzi indicaron que todos los
derivados de 5-nitrofurano (incluyendo los que se estudiaron en este trabajo de Tesis,

HL1-HL4, Figura 1) pueden actuar por produccion de estrés oxidativo [38].
Tiosemicarbazonas como ligandos

Las tiosemicarbazonas se obtienen por condensacién de un aldehido o una cetona con
tiosemicarbazidas (H,N-NH-C(S)-NH,), sustituidas o no. Desde el punto de vista

Quimico Inorgédnico, son ligandos versatiles y flexibles que coordinan,
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fundamentalmente, de forma bidentada, uniéndose al atomo central a través del
azufre tiocarbonilico y del nitrégeno azometinico, formando complejos de adecuada

estabilidad (Figura 6, 1) [31,33,38-41].

"Mﬂ ..... ﬁ 'LV" _____ D:"",IM‘--- S‘
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R I Rq Rz | 4 m R

Figura 6: Modos de coordinacidn de las tiosemicarbazonas: 1) bidentada, neutra, 1) bidentada,
monoanidnica, Ill) potencialmente tridentada.

La pérdida, en solucion, del protén hidrazinico (N-H) da lugar a un ligando
monoanidénico que coordina también en forma bidentada (Figura 6, Il). Los ligandos
adoptan una u otra forma de coordinacion dependiendo de la naturaleza del metal y
de las condiciones de preparacion del complejo, aunque se han aislado complejos en
los que aparecen ambas formas simultaneamente. Las posiblidades de coordinacién de
estos ligandos se ven incrementadas si R; 0 R, incluyen atomos donores adicionales
(Figura 6, 1), pudiendo comportarse como ligandos tridentados. Si estos sustituyentes
poseen, ademas, grupos que puedan deprotonarse (fenoles, por ejemplo), se pueden
generar aniones de mayor carga negativa [42]. Los modos de coordinacién descritos
son los mas frecuentes aunque existen otros. Otras formas de coordinacién menos
frecuentes son, por ejemplo, monodentada (o bidentada si existe otro atomo donor en
R: o Ry) por el nitrégeno azometinico cuando el azufre estd sustituido o actuando
como puente [43], monodentada por el azufre [44,45], bidentada por el azufre y el
nitrégeno hidrazinico [46,47] entre otras. Se ha descrito, ademds, que algunas
tiosemicarbazonas favorecen la formacion de enlaces metal-carbono (ortometalacion)
[46-52].

Considerando las tiosemicarbazonas seleccionadas para este Trabajo de Tesis, si la
coordinacion se da, como puede esperarse, de la forma bidentada mas frecuente, el
residuo de 5-nitrofurano (farmacéforo responsable de la actividad antichagasica de
estos compuestos) no resultaria directamente implicado en la coordinacién,

asegurando, en un principio, la permanencia de la actividad bioldgica.

164



5.1.3 ANTECEDENTES DE COMPLEJOS RUTENIO-ARENO CON TIOSEMICARBAZONAS

El nimero de complejos rutenio-areno con ligandos tiosemicarbazona que ha sido
descrito ha crecido en la ultima década, pero el desarrollo de la quimica de este centro
de rutenio con este tipo de ligandos es todavia escaso [23, 53-56].

Dentro de estos antecedentes se puede citar el trabajo de Beckford y col. donde
describen el desarrollo de complejos Ru-areno semi-sandwich [57]. Este grupo
sintetizd una serie de complejos (1-3) de férmula general [Ru(nG-p-cimeno)R(A-
TSC)CI]X con ATSC = tiosemicarbazona de antraldehido, R=H, CHs y C¢Hs y X = Cl" 0 PF¢
(Figura 7). El complejo [Ru(ns-p-cimeno)R(MeATSC)CI]CI representd el primer complejo
Ru-areno semi-sandwich con tiosemicarbazona en ser estructuralmente caracterizado.
Se evalud la actividad citotoxica de los complejos obtenidos y éstos presentaron
buenos perfiles contra las lineas celulares tumorales MCF-7 y MDA-MB-231

(adenocarcinoma de mama) asi como HCT-116 y HT-29 (carcinoma colorrectal).

R=CHs;

R = C6H5

Figura 7: Representacién de la especie cationica de los complejos 1-3.

En trabajos posteriores, este mismo grupo describio la sintesis y caracterizacién de
otros complejos Ru-areno semi-sandwich, entre ellos, complejos Ru-p-cimeno con una
serie de tiosemicarbazonas derivadas de piperonal [58]. Dentro de esta linea, se
describe a modo de ejemplo, los complejos [Ru(n6-p-cimeno)(pPhTSC)CI]CI y [Ru((nG-p-
cimeno)(pEtTSC)CIIClI con pPhTSC = piperonal-N(4)-feniltiosemicarbazona. Ambos
presentan una estructura como la ya descrita, tipo “taburete de piano” con el ligando
tiosemicarbazona coordinando de forma bidentada, a través del nitréogeno

azometinico y el azufre tiocarbonilico (Figura 8).
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Figura 8: Representacién ORTEP con las elipsoides al 50% de probabilidad del catidon [Ru(ns-p-

cimeno)(pPhTSC)CI]". Los atomos de hidrégeno y el contraién Cl fueron omitidos para mayor claridad.

Ademas, se estudid la unidn a la albumina, asi como la interaccién con ADN vy la
actividad anticancerigena de los mismos. Los complejos interaccionan con ADN y se
unen fuertemente a la proteina plasmatica. Los resultados obtenidos de la actividad
antitumoral (frente a las lineas celulares tumorales humanas de cancer colorrectal,
HCT-116 y Caco-2) muestran valores discretos y buena selectividad (citotoxicidad
notoriamente menor en células no cancerigenas en comparacién con las células
tumorales).

Este mismo grupo continud la linea de complejos Ru-areno con tiosemicarbazonas
describiendo, en este caso, la sintesis mediante microondas de un par de complejos
Ru-areno de férmula [Ru(ns-CsHs)(TSC)CI]PFa con TSC derivadas de 9-antraldehido = 2-
(antracen-9-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida y 2-(antracen-9-ilmetilen)-N-

etilhidrazincarbotioamida (Figura 9) [59].
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Figura 9: Representacion de la especie catidnica de los complejos con TSC derivadas de 9-antraldehido.
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Se estudio la actividad antitumoral en las lineas celulares tumorales humanas Caco-2 y
HCT-116 (céncer colorrectal) y la actividad antimicrobiana de los mismos. Estos
complejos no presentaron actividad antibacteriana contra los patdégenos gram(+) S.
aureus, B. cereus, E. faecalis y gram(-) E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium. Sin
embargo, si presentaron resultados promisorios como agentes antitumorales
mostrando resultados tan efectivos como el farmaco de referencia, etopdsido.

Por otro lado, W. Su et al. publicaron la sintesis y caracterizacidon de una nueva serie de
compuestos Ru(ll)-areno con tiosemicarbazonas [60]. En particular, se describe la
estructura resulta por difraccion de rayos X de dos complejos [Ru(p-cimeno)(L")CI]Cl,
donde L' = L1 y L2, siendo L1 = N*feniltiosemicarbazona derivada de 4-fluoro-
benzaldehido y L2 = tiosemicarbazona derivada de benzaldehido. En ambos, el Ru
adopta la geometria de “taburete de piano”, en la cual el centro metdlico se encuentra
coordinado al fragmento p-cimeno, un cloro y un ligando quelante N-S. Ademas, se
pueden identificar las mismas interacciones de T-stacking (borde-cara) e interacciones
de m-stacking en comparacion con las interacciones no enlazantes entre el anillo areno
y el anillo aromatico. En la Figura 10 se puede observar la estructura del complejo Ru-

p-cimeno-L2 [19].

Figura 10: Representacion ORTEP del complejo [Ru(p-cimeno)(L2)CI]CI donde las elipsoides térmicas se

representan al 50% de probabilidad.
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Este mismo grupo describe también una serie de compuestos Ru(ll)-areno semi-
sandwich de formula, [Ru(ns-p-cimeno)(R-BzTSC)CI]CI, con BzTSC = tiosemicarbazona

derivada de benzaldehido y R = H, CH3 y CgHs (Figura 11) [61].
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Figura 11: Representacion de la estructura de los complejos.

Para los tres complejos, la coordinacion del ligando tiosemicarbazona se presenta de la
misma forma, a través del nitrdgeno azometinico y el azufre tiocarbonilico y los demas
sitios de coordinacidn se encuentran ocupados por un atomo de Cl y el fragmento p-
cimeno. Por otro lado, se evalud la actividad antiproliferativa in vitro de estos
complejos contra lineas celulares tumorales humanas (carcinoma nasofaringeo (CNE),
carinoma de pulmdn (H292), carcinoma de mama (SKBR3) y carcinoma de ovario (Hey
1-B)). El complejo con el sustituyente fenilo, mostrd ser un inhibidor eficiente y el mas
efectivo de los tres.

Continuando con los antecedentes descritos por W. Sun y colaboradores también
describieron una serie de compuestos de la misma férmula, [Ru(ns-p-
cimeno)(TSC)CI]+/°, con N*-cetonas de tiosemicarbazonas [62]. La Tabla 1 muestra la
formula de los complejos mononucleares obtenidos (1-9), asi como la de sus

respectivos ligandos libres.

TSC Complejo R1 R2 R3
L1 1 Me Me H
L2 2 Me Me Me
L3 3 Me Me Ph
L4 4 Ph Me H
L5 5 Ph Me Me
L6 6 Ph Me Ph
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L7 7 Ph Ph H
L8 8 Ph Ph Me
L9 9 Ph Ph Ph

Tabla 1: Sustituyentes presentes en los complejos 1-9 y ligandos L1-L9 utilizados.

En todos estos casos, la coordinacion del ligando tiosemicarbazona se presenta de la
misma forma que para los complejos anteriormente mencionados, bidentada a través
del nitrogeno azometinico y el azufre tiocarbonilico (Figura 12). En este trabajo,
también se estudié la actividad in vitro en lineas celulares tumorales humanas,
especificamente SGC-7901 (cancer gastrico), BEL-7404 (cancer de higado) y una linea
no tumoral HEK-293T y se compard con cisplatino, oxaliplatino y carboplatino como
farmacos de referencia. Los resultados obtenidos a partir de estos estudios
demostraron que varios de los compejos Ru-areno mostraron valores de citotoxicidad
Clso, similares a los de cisplatino y oxaliplatino. En comparacion con los ligandos TSC, la
mayoria de estos complejos presentaron una mayor citotoxicidad frente a la linea
celular no cancerigena HEK-293T, indicando que estos complejos no resultaron

selectivos.
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Figura 12: Representacion genérica de los complejos obtenidos (R = 1-9).

Cl

M.U. Raja y col. desarrollaron una serie de complejos semi-sandwich de férmula

general [Ru(nG-p-cimeno)CI(L)]CI con diversos derivados de feniltiosemicarbazonas
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[63]. Es importante destacar que la formula general resultd similar a los antecedentes
previamente descritos (Figura 13); presentaron la estructura de “taburete de piano”
con una geometria seudooctaédrica donde los ligandos tiosemicarbazona presentaron

el mismo modo de coordinacién ya expuesto en los casos anteriores (Figura 14).

R +
R=H (L1)
c]\ o R=Cl(L2)
= -
NP i T P R
1)
HN. S R =NO,; (L4)

Y R = OCH; (L5)

Figura 13: Representacion de la especie catidnica de los complejos obtenidos.

Figura 14: Representacion ORTEP del complejo [Ru(ns-p-cimeno)(LZ)CI]CI.

Yildirim y col. continuaron en la linea de complejos semi-sandwich de
organorutenio(ll), sintetizando un complejo de férmula [Ru(n6-p-cimeno)(TSC)CI]CI con

TSC = tiofen-2-carboxaldehido tiosemicarbazona [64]. En este compuesto el ligando
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tiosemicarbazona se encuentra coordinando de la misma forma previamente descrita,
siendo ocupados el resto de los sitios de coordinacién por un dtomo de cloro y el
fragmento p-cimeno (Figura 15). Ademas, para este complejo se estudid su potencial
actividad antimicrobiana, evidencidndose que el mismo presenta una interesante
capacidad de controlar el crecimiento de distintas cepas de patégenos como B. subtilis,
S. aureus, S. pyogenes, entre otros. El comportamiento bioldgico revelé que este
complejo muestra una significativa actividad contra los organismos Gram(+) y una

moderada actividad contra los Gram(-) seleccionados.
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Figura 15: Representacion del complejo [Ru(ne-p-cimeno)(TSC)CI]CI, donde TSC = tiofen-2-

carboxaldehido tiosemicarbazona.

Dentro de los antecedentes de complejos Ru-areno con tiosemicarbazonas, pero en
este caso especificamente dinucleares, se encuentra el trabajo de Stringer y
colaboradores. Este grupo ha descrito la sintesis de compuestos mono y dinucleares de
Ru-areno con la monotiosemicarbazona y la ditiosemicarbazona derivada de
benzaldehido [65]. Los complejos de formula [Ru(ns-areno)(M-CI)CI]z, con areno (Ar)=
p-PrCsHsMe (1 y 3) o CgHsC3H¢COOH (2 y 4) (Figura 16) fueron caracterizados
exhaustivamente. La estructura molecular del complejo mononuclear se determiné a
partir de difraccién de rayos X, y su andlisis reveld, nuevamente, una conformacion de
“taburete de piano” seudo-tetraédrica y el ligando tiosemicarbazona coordinando en

modo bidentado, tipo N,S (Figura 17).
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Figura 16: Representacion de los complejos 1-4.
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Figura 17: Representacion ORTEP del catidn 1 con elipsoides al 50% de probabilidad.

Se evalud la actividad citotdxica in vitro de todos los complejos obtenidos (1-4), asi
como de sus respectivos ligandos libres (L1 y L2) frente a la linea celular de cancer
esofagico WHCO1. Los complejos 1 y 4 mostraron una citotoxicidad moderada contra
esta linea celular en particular. El complejo 4 fue el que presenté mejor actividad, sin

embargo, la misma es menor en comparacion con la de su respectivo ligando libre.
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5.1.4 COMPLEJOS METALICOS CON TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE 5-
NITROFURANO

En los ultimos 20 anos, el grupo en el que he realizado este trabajo de Tesis, ha
desarrollado varias series de complejos de metales de transicidon (Pd, Pt, Ru) con las
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano que se expusieron en la Figura 1.

En la busqueda de nuevas herramientas terapéuticas para la Enfermedad de Chagas
(Tripanosomiasis americana) el grupo de la Dra Gambino ha reportado la sintesis de
treinta y dos complejos de férmula [MCIy(HL)] y [M(L),] con M = Pd(ll), Pt(ll) y L1-L4 =
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro-2-furaldehido, L5-L8 = tiosemicarbazonas
derivadas de 3(5-nitrofuril)acroleina (Figuras 5 y 18) [66]. Los compuestos obtenidos
fueron caracterizados exhaustivamente desde el punto de vista analitico, fisicoquimico
y estructural. También, se estudiaron propiedades fisicoquimicas, potencialmente
relacionadas con la actividad bioldgica, como el comportamiento electroquimico, de
estos compuestos. Se determind la actividad bioldgica in vitro de los mismos y se
incursionod en el estudio de su probable mecanismo de accién (formacidn de radicales

libres, interaccién con ADN e inhibiciéon de la tripanotiona reductasa de T. cruzi).

Cl
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Figura 18: Representacion de las dos series de compuestos de M = Pd(ll) y Pt(Il) con las

tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano descritas.
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Los estudios de conductividad mostraron que todos los complejos obtenidos son
neutros y no conductores. Los resultados analiticos, asi como los espectros
vibracionales IR y Raman, apoyados por estudios tedricos de estos espectros,
mostraron que en los complejos [MCl,(HL)] el atomo central (Pd(ll) o Pt(ll)) esta
enlazado a dos atomos de cloro y a una molécula de ligando HLn no deprotonado a
través del azufre tiocarbonilico y del nitrdgeno azometinico [67]. En los complejos
[M(L);] el ion metdlico se encuentra coordinado a dos moléculas de ligando
deprotonado, a través del azufre tiocarbonilico y del nitrégeno azometinico. Los
estudios ESI y de RMN realizados a los complejos mas solubles mostraron que la
estructura en solucion es similar a la descrita en estado sélido. Los estudios de
difraccion de rayos X del complejo [Pd(L5),]-:3DMSO mostraron que el complejo es
monomeérico y confirmaron la estructura propuesta para los demas complejos de Pd y

Pt (Figura 19) [66].

Figura 19: Representacion ORTEP del complejo [Pd(L5),]-3DMSO.

Los estudios del comportamiento electroquimico de los complejos por voltametria
ciclica se enfocaron especialmente en el estudio del efecto de la coordinacién al centro
metalico sobre el potencial de reduccién del grupo nitro del ligando. Este potencial de
reduccion resulté similar en los complejos y en sus respectivos ligandos. Es de hacer
notar que se observaron valores de E;;, mayores que el correspondiente al Nifurtimox.
Esto demostré una mayor capacidad de los compuestos de ser biorreducidos para
generar especies radicalarias potencialmente tdxicas para el parasito [66].

En cuanto a su actividad antiparasitaria, la mayoria de los compuestos mostraron

valores de Clsg en el rango uM, siendo igual o mas activos frente al parasito que los
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ligandos y el farmaco de referencia, nifurtimox. Los compuestos de paladio resultaron
hasta 1,7 veces mds activos que el nifurtimox a la misma dosis (excepto los complejos
para los ligandos HL4 y HL8) [66]. Los efectos de los complejos sobre la viabilidad de

epimastigotas (Tulahuen 2) se presentan en la Tabla 2.

Clsg epimastigota

Compuesto (Cepa Tulahuen 2)
L1 2,7
[PACl,(HL1)] 2,4
[Pd(L1),] 4,5
[PtCly(HL1)] >25
[Pt(L1),] >25
L2 5,0
[PACl,(HL2)] 4,3
[Pd(L2),] 4,7
[PtCly(HL2)] 13,1
[Pt(L2),] 6,9
L3 4,9
[PdCl,(HL3)] 5,9
[Pd(L3).] >25
[PtCl(HL3)] 27,5
[Pt(L3),] 0,8
L4 >25
[PACI,(HL4)] >25
[Pd(L4).] >25
[PtCl,(HL4)] 15
[Pt(L4).] >25
L5 3,5
[PdCI,(HL5)] 6,4
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[Pd(L5),] 4,3

[PtCl,(HL5)] 8,6
[Pt(L5),] 25
L6 4,5
[PACI,(HL6)] 2,7
[PA(L6),] 4,3
[PtCly(HL6)] 10,0
[Pt(L6),] 9,1
L7 4,1
[PACly(HL7)] 2,4
[PA(L7),] 5,2
[PtCly(HL7)] 13,7
[Pt(L7),] >25
L8 3,6
[PACI,(HL8)] >>25
[Pd(L8),] >>25
[PtCl,(HL'8)] >25
[Pt(L"8),] >25
Benznidazol 7,4
Nifurtimox 6,1

Tabla 2: Resultados de los complejos de Pd(ll) y Pt(ll) sobre la forma epimastigota de T. cruzi.

Para la linea de compuestos de platino se observd, también, aumentos en la actividad
antiparasitaria. En particular, la coordinacién de L3 (4-etil-1-(5-nitrofurfurilideno)
tiosemicarbazida) a Pt(ll) obteniendo [Pt(L3),] derivd en un aumento de la actividad en
casi cinco veces con respecto al ligando libre. De acuerdo a los valores de Clsg,
[PtCly(HL5)] y ambos complejos de L6 fueron los complejos de Pt mas activos,
mostrando valores de Clso similares a los de nifurtimox y benznidazol. Es importante

destacar que los resultados obtenidos para la serie de compuestos con 3(5-
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nitrofuril)acroleina, a diferencia de la serie con 5-nitro-2-furaldehido, no muestran una
correlacién o tendencia clara con la actividad anti T. cruzi al cambiar el largo de cadena
de los ligandos (L1-L4 a L5-L8) [68].

Cuando se comparan los resultados de las dos series de platino con los respectivos
ligandos libres y los compuestos analogos de paladio, se puede determinar que el
patrén de actividad se ve significativamente modificado al cambiar el atomo central. La
actividad de los complejos de Pd sigue la tendencia general: [PdCl,(HL)]>ligando
libre>[Pd(L),]. Sin embargo, esta tendencia regular no se observo para los andlogos de
Pt. Esta diferencia en el comportamiento podria estar relacionada con diferencias en la
biodisponibilidad, toxicidad inespecifica y/o el mecanismo de accidon de ambas series
de complejos metalicos [68].

Para estos complejos se estudiaron diferentes aspectos potencialmente relacionados
con el mecanismo propuesto que involucraria un modo de accion dual o incluso
multiple. Los estudios de EPR en T. cruzi incubado con complejos activos de Pd
mostraron las sefiales tipicas del aducto DMPO-OH y del aducto DMPO-
nitroheterociclo. Se observé una buena correlacién entre las intensidades de las
sefiales de EPR, y por lo tanto la concentracion de especies radicalarias, y los valores
de Clsgen T. cruzi. Ademas, algunos de los complejos de la serie [PdCl,(HL)] inhibieron
irreversiblemente la tripanotiona reductasa, enzima parasitaria ausente en el
mamifero huésped y fundamental para la defensa del parasito frente al estrés
oxidativo.

Los estudios de interaccién primaria de los complejos con ADN de timo de ternera
mostraron que existe una fuerte interaccion de los complejos con esta biomolécula
comparable a la descrita en bibliografia para otros compuestos de Pd con actividad
antitumoral. Eso permite postular que estos compuestos podrian interactuar con el
ADN de T. cruzi [66,69].

En resumen, el mecanismo principal de accion de los compuestos desarrollados parece
transcurrir principalmente a través de su biorreduccién en el parasito, lo que produce
especies quimicas radicalarias desencadenantes de dafio celular irreversible que
conduce a la muerte del parasito (estrés oxidativo). Algunos de los compuestos inhiben
irreversiblemente la tripanotiona reductasa, enzima propia del pardsito y participante

de su mecanismo de proteccién contra radicales libres. Los resultados indican que los
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compuestos interaccionan con el ADN, donde la serie de paladio presenta una
interaccion mas intensa en comparacidon con su andloga de platino. En suma, se
reafirma la hipdtesis de trabajo, donde la inclusién en una misma molécula del
farmacoforo 5-nitrofurano y de un metal de importancia farmacolégica, como Pd o Pt,
condujo a compuestos activos contra T. cruzi que actlan por un mecanismo al menos
dual [68].

Mas recientemente, el grupo ha reportado el desarrollo de ocho nuevos complejos
neutros de férmula [MCI(L)(PTA)] con M = Pd o Pt, a partir de las sales
correspondientes [MCls]*, con las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro-2-
furaldehido HL, Figura 1) como ligandos y la fosfina hidrofilica PTA (1,3,5-triaza-7-
fosfaadamantano, Figura 20) como coligando [70]. Esta seria capaz de modular la
solubilidad de los compuestos obtenidos, y por ende, capaz de mejorar la
biodisponibilidad de los mismos. El PTA fue incluido no sélo con el objetivo de modular
la solubilidad y la lipofilia en los complejos, sino ademas de favorecer la interaccion
con ADN como consecuencia de la N-protonacién en condiciones fisioldgicas. Este
ultimo hecho ya ha sido previamente reportado [71,72]. En este sentido, el ADN
también podria ser un blanco potencial para estos compuestos.

Estos complejos, presentaron un entorno de coordinacién cuadrado-plano en el cual L
actua como ligando monoanidnico bidentado coordinando a través del nitrégeno de la
imina y el azufre tiocarbonilico, y el PTA enlazando de forma monodentada a través del

atomo de fésforo, y la posicidn restante es ocupada por un atomo de cloro.

Figura 20: Estructura del PTA (1,3,5-7-fosfaadamantano).

En este caso también se podria esperar dos potenciales mecanismos de accion, debido

a la presencia de las tiosemicarbazonas como ligandos bioactivos: la produccién de
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especies radicalarias de oxigeno (ROS) capaces de causar dano en el parasito [36] y la
inhibicién de la cruzipaina [73]. La mayoria de estos complejos mostraron actividades
en la forma tripomastigota de T. cruzi (cepa Dm28c) similares a las de las
correspondientes tiosemicarbazonas libres. Sin embargo, los complejos [MCI(L4)(PTA)]
resultaron més activos (Clsp = 9,8 + 0,3 y 4,9 + 0,2 uM para Pd* y Pt*,
respectivamente) que el farmaco de referencia nifurtimox (Clsp = 20,0 £ 0,8 uM) y que
el derivado feniltiosemicarbazona libre HL4 (Clsg = 22,7 + 1,6 uM). Es importante
resaltar que los complejos obtenidos resultaron poco toxicos en células mamiferas,
mostrando indices de selectividad de 10-20. La habilidad de estos complejos para

reducirse en el pardsito generando radicales libres téxicos, fue confirmada por la

deteccion de las especies radicalarias OH" y del nitroanion mediante experimentos de
espectroscopia ESR. Los experimentos de electroforesis en gel y de fluorescencia
(desplazamiento de bromuro de etidio) fueron consistentes con la interacciéon con ADN
del tipo intercalante, pero la interaccién con ADN no parecié ser el principal
mecanismo de accién anti T. cruzi para estos compuestos.

Nuestro grupo también reportd la sintesis y caracterizacion de tres nuevas series de
complejos de rutenio de formula [RuCly(HL),], [RuCls(dmso)(HL)] y [RuCI(PPhs)(L),] con
las mismas tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano utilizadas en este trabajo de
Tesis [74]. Es importante destacar que cuando se utilizd el complejo precursor
[RuCly(PPhs)s], se produjo la oxidacion del atomo central y se obtuvieron complejos de
rutenio(lll) de férmula [RuCI(PPhs)(L),] con L = L1, L3 y L4. Todos los compuestos de
estas tres series fueron caracterizados exhaustivamente [68,75]. En los complejos de
las series [RuCl,(HL),] y [RuClsz(dmso)(HL)] los ligandos tiosemicarbazona coordinan al
metal en forma neutra y bidentada a través del azufre tiocarbonilico y el nitrégeno
iminico. La espectroscopia IR corrobora la presencia de la sefial v(NH) evidenciando
que el ligando se encuentra protonado en estos complejos neutros. Por otro lado,
también se constaté un modo de coordinacidn monoanidnico para los complejos de la
serie [RuCIl(PPhs)(L),]; el patréon de corrimiento en las sefiales es muy similar al de los
complejos [ML;] (con M = Pd o Pt) [66,67,68]. Ademas, la sefial correspondiente a

v(NH) no se observa en estos complejos, reafirmando la deprotonacion del ligando.
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Los complejos obtenidos fueron ensayados in vitro contra la forma epimastigota de T.
cruzi. Los porcentajes de inhibicién de crecimiento para los complejos y los ligandos

[36] se exponen en la Tabla 3.

Compuesto rPIC s
HL1 1,5
[RuCl,(HL1),] 0,5
[RuCl3(dmso)(HL1)] 0,4
[RuCI(PPhs)(L1),] 0,8
HL2 1,1
[RuCl,(HL2),] 0,3
[RuCl3(dmso)(HL2)] 0,3
HL3 1,1
[RuCl,(HL3),] 0,3
[RuCl3(dmso)(HL3)] ND
[RuCI(PPhs)(L3),] 0,6
HL4 0,3
[RuCly(HL4),] ND
[RuCl3(dmso)(HL4)] 0,3
[RUCI(PPh3)(L4),] 0,4

® YPIC.: Relacién de porcentaje de inhibicidon de crecimiento de

células epimastigotas de T. cruzi a 5 uM (para ligandos) y 25 uM (para
complejos) en comparacion con Nfx (PIC de Nfx fue tomado como 1.0)

ND: No determinado

Tabla 3: Actividad anti T. cruzi in vitro de los complejos de rutenio con sus respectivos ligandos.

En general, todos los complejos obtenidos mostraron una pobre a moderada actividad
contra T. cruzi siendo, la mayoria de ellos, menos activos que el correspondiente
ligando tiosemicarbazona libre y que el farmaco de referencia nifurtimox (Nfx). Por
otro lado, se pudo observar una correlacién aceptable entre la lipofilia de los
complejos y su actividad in vitro. Los complejos que contienen el ligando N-fenil

tiosemicarbazona resultaron ser los mas lipofilicos y también los mas activos. Tal como
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era de esperar, la inclusién de un ligando voluminoso y apolar como PPhs, contribuyé a
que el complejo en la serie [RuCl(PPhs)(L),], sea el mas lipofilico y, nuevamente, el mas
activo.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado también una serie de complejos de
féormula [RuCl,(HL)(HPTA),]Cl, con HL = tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano
y PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano [76]. En este caso, nuevamente, el ligando PTA
fue incluido en la esfera de coordinacidon del rutenio a efectos de modular la
solubilidad en agua de los complejos obtenidos, y de hecho, todos los complejos
obtenidos resultaron muy solubles en agua (S > 10 mM). Sin embargo, los complejos
resultaron menos activos en las formas epimastigota y tripomastigota del parasito que
el Nifurtimox y que los ligandos libres [76].

Continuando la linea de trabajo con rutenio el grupo reportd recientemente la sintesis
y caracterizacion de tres nuevos compuestos organometalicos Ru(ll)-ciclopentadienilo,
[RU(T]S-CsH5)(PPh3)L], con las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano HL2-HL4

(Figura 21) [77].

/RU"\ ) NHR
PhyP N—N
§ y/
\ o
O,N [RuCp(PPhs)L]

Figura 21: Estructura de los complejos [RU(nS'C5H5)(PPh3)L].

Cuando se compararon los espectros IR de los complejos y los respectivos ligandos
libres se comprobé la coordinacién de los ligandos a través del azufre tiocarbonilico y
el nitrégeno azometinico. El analisis del espectro IR y de RMN permite constatar la
deprotonacién de los ligandos tiosemicarbazona. Los compuestos resultaron activos in
vitro en la forma tripomastigota de T. cruzi (cepa Dm28c), con valores de Clsy en el
rango micromolar o submicromolar siendo mucho mas activos que los compuestos de

Ru(ll) con estos mismos ligandos previamente desarrollados por el grupo (Tabla 4).
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Clso T. cruzi (uM) Clsp Macréfagos (uM)

Compuesto
(Dm28c) (J774)
HL2 17,4 36,4
[RuCp(PPhs)L2] 4,14 >20
HL3 18,5 34
[RuCp(PPh3)L3] 0,41 >20
HL4 22,7 >100
[RuCp(PPh;)L4] >20 >20

Tabla 4: Actividad anti T. cruzi in vitro en tripomastigotas de T. cruzi y citotoxicidad en macréfagos

murinos J774 de los complejos de rutenio y sus respectivos ligandos.

A excepcion del complejo [RuCp(PPhs)L4], los compuestos presentaron un aumento en
la actividad de 4 a 45 veces comparado con sus respectivas tiosemicarbazonas libres.
Es importante destacar que los complejos [RuCp(PPhs3)L2] y [RuCp(PPhs)L3] resultaron
5 y 49 veces, respectivamente, mas activos que el farmaco tripanomicida de
referencia, nifurtimox (Clsp = 20,1 uM). Ademas, el complejo [RuCp(PPhs)L3] presentd
un excelente indice de selectividad (IS = 49). Los resultados expuestos muestran a este
compuesto como el complejo metdlico con tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofurano mas activo contra T. cruzi, hasta la fecha [84]. Ademas, se estudio el
mecanismo de accién mediante ESR, constatando que el complejo mantendria el
mecanismo de accion del farmacdéforo 5-nitrofurano produciendo especies radicalarias
téxicas de forma intraparasitaria y, también, seria capaz de interactuar con el ADN

como segundo blanco.
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5.2 RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1 DISCUSION GENERAL DE LOS PROCEDIMIENTOS DE SINTESIS ENSAYADOS

Para la sintesis de compuestos de coordinacidn clasicos de rutenio, se suele utilizar,
como fuente del metal, la sal RuCls:xH,0 o diversos precursores de férmula general
[Ru"ClhL] o [Ru"CLLJ" con L = NHs (x=4), etilendiamina (x=2), bipiridina (x=2),
trifenilfosfina (x=3), dmso (x=4), entre otros [78-84]. Para la sintesis de compuestos
organometadlicos, se suele partir de complejos precursores adecuados. En este trabajo
de Tesis se utilizé el compuesto dimérico [Ru"(p-cimeno)Cl,], (Figura 22) como
precursor de sintesis. Este dimero, en presencia de un ligando coordinante se rompe
dando lugar a los complejos con el core Ru-p-cimeno del tipo ya mencionado “taburete
de piano” [57-65]. Este complejo precursor presenta como ventajas que se obtiene
facilmente y con un buen rendimiento y es soluble en una amplia gama de disolventes
[85].

Para la sintesis de complejos se ensayaron distintas condiciones experimentales
(distintos disolventes, temperatura ambiente o reflujo, atmdsfera inerte, distintas
relaciones molares metal-ligando). La temperatura y el tiempo de reaccidon se
ajustaron tomando en cuenta sistemas similares que ya fueron reportados [68,75].
Finalmente, los complejos se sintetizaron en solucién metandlica a temperatura
ambiente, a excepcion del complejo con HL1 para el que se utilizé diclorometano a
reflujo como solvente de reaccién. Para el complejo con HL3 fue necesario el agregado
de NaPFg como contraion para lograr su cristalizacion mientras que el complejo con
HL2 fue obtenido con ambos contraiones (cloruro y hexafluorofosfato). Los detalles de
cada una de las sintesis se muestran en el Figura 22.

Los resultados de la caracterizacidén analitica y estructural, que se discutirdn mas
adelante, permitieron determinar que el producto de la sustitucion son complejos
diméricos de férmula [Ru",(p-cimeno),(L),]X, donde L es la forma deprotonada de los

ligandos HL; X = Cl para HL= HL1, HL2 y HL4 y X = PFg para HL= HL2 y HL3.
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NO,

R=H=HL1 CH,Cl,, reflujo

R = metil = HL2 MeOH, temperatura ambiente
R = etil = HL3 MeOH, temperatura ambiente

R =fenil = HL4 MeOH, temperatura ambiente

Figura 22: Esquema de sintesis general para los complejos de rutenio-p-cimeno con tiosemicarbazonas

derivadas de 5-nitrofurano.

La mayoria de los compuestos fueron obtenidos con buenos rendimientos y purezas
adecuadas para su uso sin posterior purificacion.
Algunas caracteristicas de los complejos obtenidos se listan en la Tabla 5, a

continuacion:

Férmula global Rendimiento
Compuesto Aspecto morfoldgico
propuesta (%)

[Ru”z(p-cimeno)z(Ll)z]Clz Ru,Cl,C3,H3gNg06S, 58 Monocristales rojos

[Ru"z(p-cimeno)z(L2)2](PF5)2 Ru,P,F1,C34H42Ng06S, 86 Monocristales rojos

[Ru”z(p-cimeno)z(L2)2]CI2 Ru,Cl,C34H4:Ng06S, 28 Monocristales rojos

[Ru"z(p-cimeno)z(L3)2](PF5)2 Ru,P,F1,C36H46Ng06S, 80 Monocristales rojos
[Ru”z(p-cimeno)z(L4)2]CI2 Ru;Cl,Ca4H46Ng06S, 65 Sélido rojo microcristalino

Tabla 5: Caracteristicas principales de los complejos metalicos obtenidos.
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5.2.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICA

5.2.2.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL AL ESTADO SOLIDO

5.2.2.1.1 ANALISIS ELEMENTAL DE ELEMENTOS LIVIANOS

Los resultados del analisis elemental de C, H, N y S correspondientes se presentan en la

Tabla 6.

Tedrico Experimental
Complejo

%C %H %N %S %C %H %N %S

[Ru”z(p-cimeno)z(Ll)z]Clz 39,62 4,12 11,62 | 6,63 | 39,26 | 3,95 11,58 6,40

[Ru”z(p-cimeno)z(LZ)Z](PFs)z 33,55 3,65 9,29 | 5,23 | 33,46 | 3,51 9,03 5,35

[Ru”z(p-cimeno)z(LZ)z]Clz 41,01 4,22 11,25 | 6,44 | 40,96 | 4,27 11,16 6,40

[Ru",(p-cimeno),(L3),](PFe), | 34,73 3,86 9,00 | 5,16 | 34,80 | 3,78 8,84 5,08

[Ru”z(p-cimeno)z(L4)2]C|2 47,10 4,28 9,99 | 5,73 | 47,16 | 4,15 9,89 5,66

Tabla 6: Resultados del analisis elemental de C, H, N y S para los complejos [Ru"z(p-cimeno)(L)z]Xz.

Los resultados experimentales estan de acuerdo con las férmulas propuestas. La
técnica, puesta a punto en este trabajo conduce a la obtencién de los complejos

deseados con una alta pureza.

5.2.2.1.2 ESTUDIO DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros IR se registraron en el rango de 4000 a 400 cm™ para todos los
complejos rutenio-p-cimeno con las tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitro-2-
furaldehido y las respectivas tiosemicarbazonas sin coordinar (Anexo I). Como se verd
mas adelante (ver estructuras por difraccion de rayos X), los ligandos tiosemicarbazona
coordinan al centro metalico en su forma usual bidentada monoaniénica a través del

nitrégeno azometinico y el azufre tiocarbonilico. De esta manera, el nucleo central
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gqueda formado por dos atomos de Ru y dos de S. El poliedro formado por la
coordinacidon metdlica adopta la forma de taburete, en la cual sus patas se encuentran
definidas por un &tomo de N y dos adtomos de S.

Los espectros de las tiosemicarbazonas (HL1-HL4) y sus respectivos complejos fueron
analizados a efectos de asignar las bandas de vibracion infrarroja mas significativas que
fueron relacionadas con el modo de coordinacidon de las tiosemicarbazonas en los
complejos obtenidos. Sobre la base de espectros experimentales y de estudios de DFT
realizados previamente, se pudo definir el patron espectroscépico vibracional IR de las
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano utilizadas como ligandos. Estas
asignaciones resultaron de utilidad para el analisis de los espectros de los complejos
objeto de este trabajo de Tesis. Ademads, se compard el comportamiento
espectroscépico en el IR de los cuatro complejos rutenio-p-cimeno con otros
compuestos de coordinacién de paladio(ll), platino(ll), y rutenio (Il y Ill) con estos
mismos ligandos obtenidos previamente por el grupo [67,69,75,86,92].

La complejidad de los espectros IR de los ligandos tiosemicarbazona v,
consecuentemente, de los espectros de sus complejos de rutenio obtenidos aumenta a
medida que aumenta la complejidad del grupo sustituyente R. Sin embargo, esta
familia de complejos de rutenio muestra un patrén espectral en comun. Algunas
conclusiones generales surgen del analisis comparativo de estos espectros,
especialmente en relacién a los cambios detectados luego de la coordinacion.

Las sefiales de vibracién mas significativas de los compuestos de rutenio que constatan
el modo de coordinacién de los ligandos, pudieron ser asignadas de forma tentativa y

se muestran en la Tabla 7.

v (C=N) | vs(NO,) v (N-N) 8 (NO,) + furano® Otras bandas
Compuesto
1 1 1 1 1
cm cm cm cm cm
HL1® 1602 1356 1108 811
[Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl, 1605 1349 1160 809
HL2" 1599 1354 1114 808
n,(PF): 847

[Ruy(p-cimeno),(L2),](PFg); 1588 1351 1168 813

d.(FPF): 558
HL3® 1602 1352 1104 805
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v,(PF): 847
[Ruy(p-cimeno),(L3),](PFe); 1586 1351 1172 813
3,(FPF): 558
HL4® 1595 1344 1104 811
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, 1602 1338 1166 809

v: estiramiento; 8: flexién; : asimétrico;* § (NO,) + modos wagging de furano o hidrégenos del furano, ®.

(67]

Tabla 7: Bandas IR de interés de los complejos [Ru;(p-cimeno),(L),]1X,.

A pesar de que los ligandos tiosemicarbazona son potencialmente capaces de
interactuar con los centros metalicos de diferentes maneras, por lo general coordinan
a los metales como ligandos bidentados a través del N azometinico y del S
tiocarbonilico. Hay por lo menos tres vibraciones de estiramiento que presentan valor
diagndstico importante en relacion con el modo de unién de estos ligandos: v(C=N),
v(C=S) y Vv(N-N). Como se informd anteriormente, para las tiosemicarbazonas
seleccionadas que contienen el grupo 5-nitrofurano estas bandas se encuentran en
regiones espectrales que muestran sefales de un patron complicado, que ha hecho
dificil la tarea de asignacion [67]. En particular, los estiramientos C=N y C=S de las
tiosemicarbazonas se encuentran en las regiones de nimero de onda donde ocurren
las vibraciones de otras partes de los ligandos, como ser va5(NO,), entre otras. En la
regién de estiramiento C=N (1650 a 1500 cm™) y de estiramiento C=S (850 a 700 cm™)
ocurren las vibraciones de tijereteo del furano y modos de “wagging” simétrico de
hidrogenos del furano y sus combinaciones.

Luego de la coordinacién, se observan modificaciones en la sefal de v(C=N) de los
ligandos libres tiosemicarbazona, a aproximadamente 1500-1600 cm™, como
consecuencia de la coordinacién. Ademas, las senales v(C=S), alrededor de 820-850
cm™, deberian correrse a menores nimeros de onda cuando las tiosemicarbazonas
actuan como ligandos bidentados N,S. Sin embargo, tal como fue previamente
reportado, estas sefiales no pudieron ser asignadas inequivocamente para los
compuestos metalicos debido a la complejidad del espectro en esta region [67]. No
obstante, se observaron cambios significativos en esta regién luego de la coordinacién.
Estas modificaciones son consistentes con la coordinacion de los ligandos

tiosemicarbazonas a través del azufre tiocarbonilico y el nitrdgeno azometinico. La
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sefal correspondiente al estiramiento del enlace N-H, a aproximadamente 3120-3150
cm™, no se observa en los complejos evidenciando a los ligandos en su forma
deprotonada. En este sentido, los resultados son consistentes con la coordinacién
monoaniodnica y bidentada de los ligandos. Ademas de las modificaciones descritas, la
sefal correspondiente a v(N-N) también se desplaza a mayores nimeros de onda, en
concordancia con la coordinacion del ligando tiosemicarbazona a través del nitrégeno
azometinico [75]. Por otro lado, las sefiales intensas de v,(PF) y d(FPF) del contraién
PF¢, alrededor de 840 cm™ (como una banda ancha prominente caracteristica) y 560
cm™ (sefial tipo hombro de menor intensidad), respectivamente, también fueron
observadas para los complejos con HL2 y HL3, RuL2 y Rul3, respectivamente [87]. Las
vibraciones metal-ligando suelen ocurrir a nimeros de onda bajos (usualmente por
debajo de 500 cm™) donde también se presentan vibraciones débiles de los ligandos.
Ademads, los modos inactivos del ligando en esta regidn de frecuencias podrian ser
activados a través de la coordinacion, dificultando aln mas la asignacién de los modos

rutenio-ligando [67]. Esto dificultd la asignacion de las mismas.

5.2.2.1.3 RESOLUCION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS MEDIANTE DIFRACCION DE
RAYOS X EN MONOCRISTAL

Estructuras cristalinas de [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl>-8H,0, [Ru,(p-cimeno),(L2),]Cl>-2H,0
y [Ru,(p-cimeno),(L3),](PFs),-H>0

Por evaporacion lenta durante 24 horas, a temperatura ambiente, de una solucidon del
complejo en diclorometano se obtuvieron monocristales adecuados para la
recoleccidon de datos por difraccion de rayos X de [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,-8H,0. Los
monocristales de [Ruy(p-cimeno);(L2),]Cl,:2H,0 y [Ru,(p-cimeno),(L3),](PFs),:H,0 se
obtuvieron a partir de soluciones metandlicas de los complejos. En el caso del
complejo [Ruy(p-cimeno),(L3),](PFs),-H,0 fue necesario el agregado de NaPFg. La Tabla
8 resume los datos de los cristales, los procedimientos de recoleccién de datos y los
resultados del refinamiento. Los atomos de hidrégeno fueron incluidos en el modelo

molecular en posiciones estereoquimicas.
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[Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,-8H,0

[Ruy(p-cimeno),(L2),]Cl,-2H,0

[Ruy(p-cimeno),(L3),](PF¢),-H,0

Formula empirica
Peso férmula
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la
celda unidad®

a(A)

b (A)

c(A)

(%)

Volumen (A%

Unidades de formula
por celda unidad/z
Densidad calculada
(mg/mm’)

Coeficiente de

absorcién n (mm'l)
Tamafio del cristal (mm3)

Color/forma del cristal
Rango de 0 para
recoleccion de datos
Rangos de indices

de Miller

Reflexiones recolectadas/
independientes

M3ax. y min. de
transmitancia

Método de refinamiento

Pesos, w

Datos de
refinamiento/parametros

Bondad del ajuste en F

fndices R final®, Rw [1>20

C3,H35Cl;,Ng014RU,S,
1095,88
monoclinico

P21/C

19,809(7)
25,120(8)
19,115(6)
108,286(4)
9031(5)

8
1,612

0,948

0,17x0,17x0,13

rojo oscuro/prismatico

1,35a24,41°
-23, 23/-29, 29/-22, 22
85246/14865

0,86y 0,83

matriz de minimos cuadrados

2
enF

[W= 1/s*(Fo’) + (0,0306 P)’ + 0,4761

+2FcY)/3
P=[Max(F,’,0)+2F.]/3
10119/1152

1,002

R1=0,0457, wR2=0,0842

C34H42Cl;Ng0gRU,S,
1029,94
monoclinico

C2/c

20,9221(12)
12,2472(7)

17,0856(10)
108,254(1)
4157,7(4)

4
1,642

1,013

0,29x0,25x 0,24

violeta/prismatico

1,95 a 28,70°
-28, 28/-16, 16/-23, 22
20103/5375

0,79y 0,74

matriz de minimos cuadrados

2
enF

[W= 1/s*(Fo’) + (0,0306 P)* +

0,4761P, P= (Fo’ + 2Fc))/3
P=[Max(F,’,0)+2F.]/3
4582/261

1,008
R1=0,0365, wR2=0,1019

CaHagF12Ng0O,7P,RU,S,
1261,04
monoclinico

Cc

21,639(8)
11,066(4)
21,408(12)
113,206(4)
4712(4)

4
1,778

0,901

0,10x 0,08 x 0,08

marrdén/prismatico

2,05a26,73°
-27,27/-14, 14/-27, 27
26397/9984

0,93y 0,91

matriz de minimos cuadrados

2
enF

[W= 1/s*(Fo’) + (0,0306 P)* + 0,476:

P=(Fo’ + 2Fc’)/3
P=[Max(F,’,0)+2F.]/3
8246/677

0,988
R1=0,0425, wR2=0,0798

? R, = RI[Fol-|Fcll/RIFol, WR, = [Rw(|Fol*|Fc|’)/Rw(|Fol 31

Tabla 8: Datos cristalograficos y del refinamiento de la estructura de los complejos [Ru,(p-

cimeno),(L1),]1Cl,-8H,0, [Ru;(p-cimeno),(L2),]Cl,-2H,0 y [Ru,(p-cimeno),(L3),](PFg),-H,0.

En la tabla 9 se muestran algunas de las distancias y angulos de enlace seleccionados.

Los resultados cristalograficos completos (lista completa de angulos y distancias de

189



enlace, parametros atdmicos de anisotropia térmica, coordenadas de los atomos de

hidrogeno, factores de amplitud estructural calculados y observados) se encuentran en

el Anexo Il o disponibles en el banco de datos de Cambridge bajo el nimero CCDC

819342, 819344 y 819343, respectivamente.

[Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,

[Ru,(p-cimeno),(L2),]Cl,

[Ru,(p-cimeno),(L3),](PF),

Rul-Ru2
Rul-S1, Rul-S2
Ru2-S1, Ru2-S2

Ru-N

Rango Ru-C
(aromatico)

Centroide Ru-areno
Stacking N'-N""
S2-Ru-N
S1-Ru-S2
S1-Ru-N

Diedro Rul-S1-S2,
Ru2-S1-S2

Diedro furil-furil

3,565, [3,537]
2,350, 2,428 (Ru3) [2,344, 2,417]
2,418, 2,347 (Ru4) [2,420, 2,349]

2,077, 2,077 (Ru3)
[2,081, 2,093] (Ru4)

2,162-2,275

1,701, 1,707 (Ru3)
[1,719, 1,706] (Ru4)
3,285, [3,387]
80,6, [80,5]
83,5, [82,5]

88,9, [89,4]

14,0, [12,1]

7,5,[13,7]

3,530

2,424, 2,347

2,424, 2,347

2,088, 2,088

2,193, 2,251

1,702

3,314

80,7

84,0

90,8

10,7

4,6

3,557

2,352,2,431

2,349, 2,401

2,085, 2,092

2,178-2,277

1,711, 1,705

3,401

80,8

82,4

90,3

12,7

13,9

Las distancias se presentan en A, los valores en [ ] son la seleccidn de datos geométricos para la segunda molécula en la
unidad asimétrica de [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,.

Tabla 9: Algunos pardmetros geométricos seleccionados incluyendo distancias de enlace, separacion

para atomos no enlazados, angulos del diedro y angulo de enlace para los complejos [Ru;(p-

cimeno),(L1),]1Cl,-8H,0, [Ruy(p-cimeno),(L2),]Cl,-2H,0 y [Ru,(p-cimeno),(L3),](PFg),-H,0.

En las figuras 23, 24 y 25 se muestran las representaciones de las especies catidnicas

[Ruz(p-cimeno),(L1),]*,

[Ruz(p-cimeno)»(L2),]** v  [Rua(p-cimeno),(L3),]*" con la

numeracion asignada a los atomos principales (a excepcion de los H) y los elipsoides

vibracionales al 50% de probabilidad.
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Figura 23: Representacion de la estructura de la especie catidnica [Ruz(p-cimeno)Z(Ll)z]2+ en [Ru,(p-
cimeno),(L1),]Cl, con elipsoides térmicas al 50% de probabilidad. Las moléculas de agua, los aniones

cloruro y los atomos de hidrégeno fueron omitidos para mayor claridad.

Figura 24: Representacion de la estructura de la de la especie catidnica [Ruz(p-cimeno)z(LZ)z]2+ en
[Ru;(p-cimeno);,(L2),]Cl,-2H,0. Las moléculas de agua, los aniones cloruro y los &tomos de hidrégeno

fueron omitidos para mayor claridad.
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Figura 25: Representacion de la estructura de la especie cationica [Ruz(p-cimeno)z(L3)2]2+en [Ruy(p-
cimeno),(L3),](PFs), con elipsoides térmicas al 50% de probabilidad. La molécula de agua, los aniones

hexafluorofosfato y los 4&tomos de hidrégeno fueron omitidos para mayor claridad.

El estudio de difracciéon de rayos X para los tres complejos mostré que todos ellos
consisten en unidades binucleares, dicatidnicas presentando un nucleo central
formado por dos dtomos de rutenio y dos atomos de azufre. Este anillo de cuatro
miembros no es planar debido a que el angulo diedro entre los planos Ru1l-S1-S2 y
Ru2-S1-S2 se encuentra entre los 4,6 y 13,7° (Tabla 9).

Cada atomo de rutenio presenta una geometria pseudo-octaédrica, encontrandose
coordinado de forma n6 a un anillo p-cimeno (ocupando asi, tres posiciones de
coordinacidn), un atomo de N y dos restantes de S, adoptando asi, la tipica estructura
de “taburete de piano” (Tabla 9) [88].

Comparando los tres complejos, se puede determinar que el par de distancias Ru-S no
es sensible a los sustituyentes de los ligandos tiosemicarbazona. En todos los casos una
de las distancias es sistematicamente mas larga que la otra (2,40-2,43 Ay 2,34-2,35 A,
respectivamente). La misma equivalencia se puede observar en las distancias del
enlace Ru-N, de aproximadamente 2,08-2,09 A, y la distancia del centroide Ru-areno,

alrededor de 1,70-1,71 A. Sin embargo, se presenta una diferencia en la separacién del
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stacking N---N, desde 3,28 a 3,40 A, la cual puede deberse a las fuerzas que participan
en el empaquetamiento.

Es importante destacar que en la base de datos cristalograficos CSD se encuentran
algunos compuestos conteniendo la unidad Ru-S areno. Aproximadamente el 40% de
ellos muestra interacciones de enlace entre los centros metalicos (distancias Ru-Ru
cercana a 3 A) y el resto presenta distancias Ru-Ru comprendidas en el rango de 3,3-
3,70 A. En este caso, los complejos obtenidos presentan distancias Ru-Ru mayores a
3,53 A. Tal como se puede observar en los datos de CSD y para estos complejos, una
mayor separacién entre metales se asocia también con angulos diedros pequefios
entre los planos Ru1-S1-S2 y Ru2-S1-S2. Entre las moléculas de tiosemicarbazona se
observa un apilamiento que define un prisma pentagonal como se muestra en la Figura
26 para el complejo [Ruy(p-cimeno),(L3),]**, RuL3. Hasta el momento, en base a la
informacién recabada, la Unica estructura reportada que presenta una caracteristica
similar es la del compuesto bis(u,-N-ciano-N-"metiltiourea)-bis(p-cimeno)-di-rutenio(ll)
[89] donde un anillo de secuencia Ru-S-C-N reemplaza el anillo de 5 miembros de la

unidad Ru-S-C-N-N.

Figura 26: Representacion del prisma pentagonal de la especie catidnica de [Ruz(p-cimeno)z(L3)2]2+ enel
cual sus caras laterales estan definidas por dos distancias de enlace Ru-S (2,401 A, 2,431 A) y tres
separaciones adicionales (C---N, N---N y N---C) 3,509 A, 3,401 y 3,003 A, respectivamente. Los 4tomos de

hidrégeno fueron omitidos para mayor claridad.
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Entre el anillo furilo y el grupo nitro se observa una desviacion de la planaridad de 13°
representada en el angulo del diedro entre ambos planos. Ademds, ambos anillos
furilo son practicamente coplanares (Tabla 9), a pesar de que éstos no estdn uno
encima del otro.

Cabe destacar que para el complejo [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,, existen dos unidades
asimétricas por celda unidad. Los datos geométricos para ambas moléculas de la
unidad asimétrica son practicamente equivalentes. Sin embargo, se presenta la
excepcion de la separacion de Ru---Ru en un complejo, 3,565(1) A (Rul---Ru2), la cual
es ligeramente mayor en comparacion con Ru3---Ru4, 3,537(1) A en el otro. Ademas, el
empaquetamiento de [Ru,(p-cimeno),(L1),]JCl, muestra una gran cantidad de
moléculas de agua en un canal (Figura 27), ocupando la parte central de la red

cristalina a lo largo de la direccion a.
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Figura 27: Representacion en modelo de elipsoides del empaquetamiento de [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl,
mostrando el canal de agua desordenada (oxigenos en rojo) paralelo al eje a. Los atomos de hidrégeno

fueron omitidos para mayor claridad.

Algunas de estas moléculas de agua establecen enlaces de hidrégeno con el dtomo

N23, el grupo nitro (0O31) y el cloruro. También en este caso es importante destacar
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gue, en la base de datos de CSD, se encuentran 5 octahidratos de rutenio, uno de ellos,
(u2-oxo)-bis((oxalato)-(2,2,"5,2"-"terpiridina))-di-rutenio(lll) octahidrato [90], muestra
un canal de agua de un didmetro de aproximadamente 8 A a través del centro de la
celda cristalogréfica. Este didmetro es mas angosto que el que fue encontrado para el
octahidrato de este complejo, presentando un canal de agua con un didmetro de

aproximadamente 12 A.

5.2.2.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL EN SOLUCION

5.2.2.2.1 ESPECTROSCOPIA ESI-MS

Los resultados de los estudios de espectrometria de masas (ESI-MS) para las soluciones

metandlicas de los complejos de rutenio-p-cimeno se muestran en la Tabla 10.

m/z
Complejo [Ruy(p-cimeno),(L),]**
Tedrico(+) | Experimental(+) | Tedrico(-) | Experimental(-)
[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl, 449,0 449,1 - -
[Ru,(p-cimeno),(L2),](PFs), |  463,0 463,1 144,9 144,8
[Ru,(p-cimeno),(L3),](PFs), |  477,0 477,1 144,9 144,8
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, 525,1 525,2 - -

Tabla 10: Relaciéon m/z de los picos obtenidos por espectrometria de masas (ESI-MS) para los complejos

rutenio-p-cimeno estudiados.

En todos los casos, los espectros de ESI-MS en el modo positivo mostraron el pico mas
intenso que pudo ser asignado mediante simulacién del espectro al dimero [Ru;(p-
cimeno),(L),]*". Ademds, el patrén isotdpico para esta sefial es consistente con esta
asignacion. Los complejos RulL2 y RulL3 mostraron en el modo negativo un pico
correspondiente al m/z del contraidon hexafluorofosfato. Cabe destacar que, todos los
espectros ESI(+)-MS de soluciones de los compuestos luego de 24 horas continuaron

exhibiendo la sefial predominante del compuesto original dimérico con una carga
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formal de +2, indicando que el complejo original aun se encontraba presente en
solucién. Los resultados obtenidos por espectrometria de masas ESI-MS resultaron en
un apoyo fundamental para establecer la estructura de los complejos en solucidn,
pudiéndose establecer que presentan en solucién la misma estructura dimérica que en

estado soélido.

5.2.2.2.2 ESTUDIO DE RMN

Los complejos se caracterizaron por espectroscopia de 'H-RMN. Los espectros
obtenidos permitieron confirmar las estructuras propuestas de los complejos
sintetizados y se encuentran en concordancia con los resultados obtenidos por medio
de las otras espectroscopias. Los espectros de *H-RMN mostraron sefiales finas y bien
definidas, tipicas de los complejos diamagnéticos de Ru(ll). Ademas, las integraciones,
asi como la multiplicidad de las sefiales 'H-RMN también se encuentran en
concordancia con las férmulas propuestas (Anexo Il). Cabe destacar que las senales
correspondientes al fragmento p-cimeno se encuentran duplicadas en los espectros de
'H-RMN de los complejos debido a la presencia de moléculas no equivalentes de p-
cimeno en el dimero. Los complejos mostraron desplazamientos quimicos (8) de *H
similares para las porciones comunes del ligando tiosemicarbazona y ademas para el
fragmento p-cimeno. Los resultados mas relevantes se presentan en la Tabla 11 donde,
ademds, se puede observar el esquema de numeracién correspondiente. Se incluyen
los desplazamientos quimicos (8) de los complejos y sus correspondientes ligandos en
ppm, y las diferencias de estos desplazamientos expresadas como AJ. En la Figura 28
se expone, a modo de ejemplo, el espectro ‘H-RMN del complejo [Rus(p-

cimeno),(L4),]Cl;, (Figura 28).
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© 3 i )

H H

4 5
H HL1® Rull  Adgus HL2®  Rul2 Adpu | HL3®  Rul3  Adpus HL4 Rul4 ASputa
1 7,76 7,87 0,11 779 7,80 001 | 7,79 7,79 0,00 7,82 8,21 0,39
2 737 7,49 0,12 731 727 -004 | 731 721 -004 7,49 7,86 0,37
3 8,00 835 0,35 798 846 048 | 798 843 045 8,08 8,80 0,72
4 11,87 - - 11,87 - - 2 - - 12,20 - -
5 852 7,94  -0,58 852 843 -009 854 846 -0,08 10,16 9,70 -0,46

° Ad= (6Complejo' 6Ligando); ° [34]

Tabla 11: Valores de los desplazamientos quimicos (8) en ppm, mas relevantes de la porcién L en [Ru,(p-

cimeno),(L),]X,, RuL1-Rul4, y de los ligandos HL a 303 K en DMSO-d,.

H3

H2
H1

JL \ UK

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
122 120 118 116 114 112 110 108 106 104 102 100 98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78
8

Figura 28: Espectro 'H-RMN de complejo [Ru,(p-cimeno),(L4),]Cl,.

Es posible apreciar el efecto, no sélo de la coordinacién del ligando al ion metalico,
sino también de su deprotonacion, sobre los desplazamientos de los protones
cercanos a los atomos coordinantes (el nitrégeno azometinico y el azufre

tiocarbonilico). Luego de la coordinacion, la caracteristica mas sobresaliente en el
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espectro es el cambio en el desplazamiento quimico del protén ilidénico (Ad = 0,35;
0,48; 0,43 y 0,72 ppm para RuL1-Rul4 respectivamente), en este caso, etiquetado con
el nimero 3 (H3). Es importante destacar que para todos los complejos, la sefial de
este protdén se encuentra significativamente desplazada hacia valores de campo
menores. Ademas, la ausencia de la sefial correspondiente al protdon 4 constata,

nuevamente, la coordinacién de los ligandos en su forma deprotonada.

5.2.2.2.3 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

La realizaciéon de un estudio de estabilidad a un farmaco o un compuesto bioactivo
permite conocer el comportamiento quimico del mismo en determinadas condiciones
establecidas. Ademds, estos estudios son necesarios para poder evaluar si el
compuesto permanece como una especie Unica en condiciones similares a las
fisioldgicas, o en su defecto, cdmo los cambios fisicoquimicos desarrollados repercuten
sobre su comportamiento bioldgico.

Como fue mencionado en varias oportunidades en este trabajo, la sustitucion de
ligandos |abiles por agua en condiciones fisiolégicas ha sido descrita para el cisplatino,
sus derivados y otros complejos metalicos con actividad antitumoral [45-47].

En los complejos de rutenio [Ru’z(p-cimeno)z(L)2] X2 sintetizados en este trabajo se
espera determinar si las especies originales son capaces de permanecer en
solucion, o en su defecto, si los ligandos bioactivos y/o el fragmento p-cimeno
permanecen coordinados al rutenio.

Se estudid la estabilidad de los complejos de rutenio obtenidos en este Trabajo de
Tesis frente a la posible hidrélisis o descomposicion. Para ello se siguio
espectrofotométricamente la variacién del espectro electréonico de los complejos con
el tiempo en diferentes condiciones experimentales. Estas condiciones fueron
seleccionadas con el objetivo de, no sdlo acercarse a las condiciones de los ensayos
biolégicos, sino también de establecer las condiciones adecuadas para el
almacenamiento de las soluciones de los complejos. Es importante destacar que no fue
posible disolver los complejos exclusivamente en solucién acuosa de buffer fosfato. Sin
embargo, todos ellos resultaron muy solubles en DMSO, vy la presencia de 1-2% de

DMSO demostrd ser suficiente para la disoluciéon de los mismos, tanto en buffer
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fosfato pH = 7,4 como en buffer fosfato salino. Por lo tanto se estudio la estabilidad a
la hidrolisis o descomposicion en diferentes condiciones experimentales, a soluciones
de los complejos en DMSO y en un sistema DMSO:buffer fosfato pH = 7,4 (2% v/v
DMSO en la mezcla). La estabilidad de las soluciones de los complejos en DMSO y
DMSO/buffer fosfato pH = 7,4 fueron evaluadas en condiciones de temperatura
ambiente y luz, temperatura ambiente y oscuridad y, finalmente, temperatura de 4 °C
y oscuridad. Los complejos RuL1-RulL4 exhiben una banda de absorcion en el rango UV
a 291, 288, 287 y 311 nm, respectivamente, y una banda ancha en la regién visible con
Amax = 413 nm (& = 14800 M™*cm™), 414 nm (e = 17600 Mcm™), 417 nm (& = 15000 M’
'em™) y 426 nm (e = 17100 M*cm™), respectivamente. Los cambios observados en los
espectros de las soluciones en sus primeras 24 horas en todas las condiciones
ensayadas son despreciables, indicando que la estabilidad de los mismos en solucién
acuosa es adecuada. Ademas, tal como se observd en el estudio de espectrometria de
masas (ESI(+)-MS) para los complejos RuL1-Rul4, los mismos exhibieron su sefal mas
significativa asignada a la especie dimérica original en soluciones metandlicas con

hasta 24 horas de reposo, reafirmando la estabilidad de los mismos.

5.2.2.2.4 ESTUDIO DE VOLTAMETRIA CiCLICA

Como fue mencionado previamente, estos compuestos son capaces de formar
radicales libres toxicos intraparasitarios debido a que incluyen en su estructura al
grupo 5-nitrofurano. Este mecanismo incluye una etapa inicial de biorreduccién del
grupo nitro. En este sentido, se estudié el comportamiento electroquimico de los
complejos obtenidos por voltametria ciclica de barrido lineal no solamente con el fin
de caracterizar las nuevas especies organometalicas sino como un estudio preliminar
para evaluar su capacidad de actuar a través del mecanismo de accién mencionado.
Esta técnica permite determinar si los complejos podrian generar radicales libres por
biorreduccion y analizar el efecto de la complejacion sobre el potencial de reduccion

del grupo nitro.

199



Todos los compuestos rutenio-p-cimeno mostraron un comportamiento
electroquimico similar en solucién de DMSO. Los voltamogramas de los complejos
metalicos presentaron dos sefiales bien definidas en el barrido catddico alrededor de -

1,6 y-0,7 V vs el electrodo de referencia de calomel saturado (SCE) (Figura 29).

—— 2000 mV/s ——2000 mV/s
—— 1000 mV/s —— 1000 mV/s

500 mV/s 500 mV/s
—— 250 mV/s ——250 mV/s
—— 100 mV/s —— 100 mV/s

r 1. 1T~ r1r 1T+ T1T 1T+ T1T 1T "1 f T T T T T T T T T T T T T
02 04 06 08 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7 -0,8 -0,9 -1,0
E/V

Figura 29: Resultados de voltametria ciclica para [Ru,(p-cimeno),(L4),]Cl,. Las condiciones
experimentales incluyeron soluciones 1 mM de DMSO, un electrodo de trabajo de gota colgante de
mercurio, un electrodo auxiliar de platino y un electrodo de referencia de calomel saturado (SCE) en

presencia de perclorato de tetrabutilamonio (PTBA) 0,1 M como electrolito soporte.

Como ha sido descrito previamente para otros complejos Ru-p-cimeno estudiados y
para otros nitrofuranos relacionados, la cupla | pudo ser asignada al proceso de
reduccion del centro metdlico [91]. Ademas, no se observaron cambios significativos
en el potencial del pico respectivo para los diferentes compuestos estudiados. Tal
como fue previamente observado, y reportado por el grupo, para los ligandos
tiosemicarbazona y sus complejos de paladio, platino y rutenio, la cupla Il corresponde
al proceso quasi reversible que involucra la transferencia de un electron para generar
el anion radical RNO,™ por reduccion del grupo nitro [66,68,92]. Se estudid el efecto de
la complejacion con rutenio sobre el potencial de reduccién de este pico. La Tabla 12
muestra los potenciales de reducciéon del grupo nitro para los cuatro compuestos
rutenio-p-cimeno. Se incluye, ademas, el potencial previamente reportado para los
ligandos correspondientes y algunos compuestos de coordinacion de rutenio con estos

mismos ligandos para poder establecer una comparacion [92].

200



Compuesto [ Epa’

HL1® -0,84 -0,75
[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl, -0,80 -0,66
[RuCl,(HL1),]° -0,98 -0,77
[RuCls(dmso)(HL1)]° -0,99 -0,74
[RuCI(PPhs)(L1),]" -1,09 -0,72
HL2° -0,79 -0,71
[Ruy(p-cimeno),(L2),](PFs), -0,84 -0,68
[RuCl,(HL2),]° -1,02 -0,77
[RuCls(dmso)(HL2)]° -0,92 -0,73
HL3® -0,79 -0,71
[Ruy(p-cimeno),(L3),](PFs)» -0,84 -0,68
[RuCl,(HL3),]° -1,12 -0,69
[RuCl3(dmso)(HL3)]° -0,96 -0,69
[RuCI(PPhs)(L3),]" -0,87 -0,73
HL4® -0,78 -0,70
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, -0,74 -0,65
[RuCl,(HL4),]° -0,94 -0,77
[RuCls(dmso)(HL4)]° -1,01 -0,72
[RuCI(PPhs)(L4),]" -1,03 -0,72

®Referencia [66], PReferencia [92], “Potencial de pico catédico, potencial de pico anddico. Los

potenciales se reportan en V vs. SCE

Tabla 12: Potenciales de reducciéon del grupo nitro obtenidos para los compuestos rutenio-p-cimeno y
sus correspondientes ligandos, medidos en DMSO a 2000 mV/s. Se incluyen, ademas, los potenciales de

los complejos de coordinacion rutenio 5-nitrofuriltiosemicarbazona previamente reportados.

Como consecuencia de la coordinacién al rutenio, fue posible observar una reduccién
en los potenciales del grupo nitro del ligando. Es decir, los compuestos rutenio-p-
cimeno mostraron menores valores absolutos de potencial que sus respectivos
ligandos libres, lo cual puede resultar en un efecto positivo en la actividad biolégica de
los nuevos compuestos, al poder ser biorreducidos con mayor facilidad.

En este sentido, la generacion de estos nuevos dimeros Ru-p-cimeno incluyendo

tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano como ligandos podria derivar en un
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cambio favorable en el comportamiento de biorreduccién, con respecto a los
compuestos de coordinacion con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano
previamente reportados, que presentaban valores mayores de potenciales de

reduccién [92].

5.2.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPLEJOS OBTENIDOS

5.2.3.1 ESTUDIOS IN VITRO

5.2.3.1.1 ACTIVIDAD ANTI T. cruzi

5.2.3.1.1.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE LAS FORMAS EPIMASTIGOTA Y
TRIPOMASTIGOTA

Los compuestos obtenidos fueron evaluados in vitro contra la forma epimastigota del
parasito (cepa Dm28c) como un screening primario de la actividad potencial de los
mismos. En este sentido, los compuestos RulL1-RulL3 mostraron valores de Clsg
mayores que 100 uM. Sin embargo, [Ruy(p-cimeno)(L4),]Cl, mostré una moderada
actividad (86,1 £ 14,11 uM), pero menor que para los ligandos tiosemicarbazona libres.
Por otro lado, se evalud el efecto de los compuestos RuL1-Rul4 sobre la forma
tripomastigota (cepa Dm28c y cepa Y) del parasito. Es importante destacar, que ya es
sabido que la actividad de un compuesto contra una forma en particular del ciclo de
vida del parasito no garantiza una actividad similar contra las otras formas. Para poder
explicar este hecho, es necesario considerar los cambios morfolégicos que ocurren
durante la trasformacion entre las diferentes formas a lo largo del ciclo bioldgico del
pardsito, los cuales implican cambios metabdlicos importantes y cambios en el
contenido macromolecular que terminan alterando la sensiblidad de los mismos a los
diferentes farmacos.

En la Tabla 13 se exponen los resultados obtenidos de las concentraciones de
complejos obtenidos que inhiben el 50% del crecimiento intracelular del parasito (Clsg)
a partir de las curvas dosis-respuesta, tanto contra la forma epimastigota (cepa

Dm28c), asi como para la tripomastigota (cepas Y y Dm28c).
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Compuesto

Clso uM cepa Y

(tripomastigota)

T. cruzi
Clso uM cepa
Dm28c

(tripomastigota)

Clso uM cepa
Dm28c

(epimastigota)

[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl,
[Ruy(p-cimeno),(L2),](PF¢)2
[Ruy(p-cimeno),(L2),]Cl,
[Ru,(p-cimeno),(L3),](PFe)2
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl,
HL1
HL2
HL3
HL4

[Ruy(p-cimeno),Cl,],

59,42 + 1,12
193,4 + 1,13
75,96 + 1,10
87,21+ 1,06
11,69 + 1,08

ND

ND

ND

ND

ND

116,9 + 1,085
231,3+1,108
14,30 + 1,065
130,9 + 1,051
8,681 + 1,008
9,76 + 1,47
17,38 +1,98
18,48 + 1,71
22,72 +1,64
63,67 + 2,64

>100
>100
ND

>100
86,10 + 14,11°
11,77 +2,91°
11,87 + 1,66°
15,88 + 2,83°
9,52 +1,59°

>100°

Los resultados para los ligandos libres y para el complejo precursor [Ru,(p-cimeno),Cl,], fueron incluidos a
modo de comparacion.
ND: no determinado

®: Diferencias significativas entre la cepa Dm28c de epimastigotas y de tripomastigotas (p<0,001)

Tabla 13: Actividad bioldgica in vitro de los complejos metalicos de rutenio-p-cimeno contra la forma

epimastigota (Dm28c) y las dos cepas de trlpomastigotas de T. cruzi (Y y Dm28c).

Los compuestos ensayados resultaron, en general, mas activos contra la forma
tripomastigota de T. cruzi comparado con la forma epimastigota. Estos resultados son
significativos dado que la forma epimastigota se encuentra presente en el tracto
digestivo del insecto vector, sin embargo, la forma tripomastigota es la forma infectiva
en el huésped mamifero. En particular, el complejo [Ru;(p-cimeno),(L4),]Cl, resulté 10
veces mas activo en la forma tripomastigota que en la epimastigota con una Clsg
incluso menor que la del farmaco de referencia nifurtimox (Clso = 20,0 uM para
tripomastigotas de la cepa Y y 24,7 uM para la cepa Dm28c). El complejo [Ruy(p-
cimeno),(L2),]Cl, mostré también una muy buena actividad sobre la forma

tripomastigota (cepa Dm28c) del parasito.
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Las compuestos originalmente desarrollados como sales cloruro [Rua(p-cimeno),(L),]*",
resultaron mds activos que sus andlogos de hexafluorofosfato (Tabla 13). Las
diferencias en la solubilidad podrian explicar las amplias e inesperadas diferencias en
la actividad antitripanosomal de esta serie de compuestos estructuralmente
relacionados. Para corroborar esta hipotesis, se sintetizd y evalué [Ruy(p-
cimeno),(L2),]Cl,. Este compuesto mostrd una actividad de 2 a 17 veces mayor (Clsg =
75,96 uM para la cepa Y y Clso= 14,30 uM para la cepa Dm28c) en comparacién con su
analogo de hexafluorofosfato, [Ru,(p-cimeno),(L2),](PFs), (Tabla 13).

5.2.3.1.2 ACTIVIDAD ANTI T. brucei

Como se describid en el Capitulo 1, la Tripanosomiasis africana, en conjunto con la
Tripanosomiasis americana y la Leishmaniasis representan las tres NTDs mas mortales
[93]. La Tripanosomiasis africana humana (Enfermedad del suefio), causada por el
parasito Trypanosoma brucei (T. brucei; Trypanosoma brucei gambiense vy
Trypanosoma brucei rhodesiense) es, actualmente, una enfermedad reemergente con
caracter epidémico en diversas regiones de Africa, siendo fatal si no es tratada. La falta
de vigilancia, asistencia sanitaria y nuevos tratamientos, asi como desarrollo de
resistencia por parte del pardsito a los farmacos tradicionales favorecié la reaparicion
de esta enfermedad [93,94].

Los farmacos que se encuentran actualmente disponibles para el tratamiento de la
Tripanosomiasis africana humana, pentamidina, suramina, eflornitina y melarsoprol,
mostraron problemas de toxicidad y variabilidad en la eficacia dependiendo del tipo y
etapa de la enfermedad [94,95].

Hace algunos anos, fueron decodificados los genomas de los parasitos
tripanosomatidos T. cruzi, T. brucei y Leishmania major encontrandose un alto grado
de similitud entre ellos [96]. T. cruzi y T. brucei podrian presentar blancos enzimaticos
y rutas metabdlicas comunes lo que llevaria a pensar que farmacos que son activos
frente a un parasito, pueden serlo también frente al otro. En este sentido, el farmaco
anti T. cruzi nifurtimox combinado con eflornitina fue incluido por la OMS en la lista de

farmacos recomendados para el tratamiento de la Tripanosomiasis africana [97].

204



En funcién de esos antecedentes, los compuestos RuL1-Rul4 fueron evaluados in vitro
contra la cepa 427 de T. brucei brucei, mostrando actividad inhibitoria del crecimiento
e induciendo un efecto antiproliferativo dosis dependiente para los parasitos tratados
durante 24 horas. En la Tabla 14 se exponen las actividades in vitro contra T. brucei
brucei de los compuestos RuL1-Rul4, sus respectivos ligandos tiosemicarbazona libres

y el complejo precursor de sintesis.

T. brucei brucei

Compuesto
Clso uM cepa 427
[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl, 2,9
[Ruy(p-cimeno),(L2),](PF¢), 10,6
[Ruy(p-cimeno),(L3),](PF¢)» 17,3
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, 0,5
HL1 1,1
HL2 11,0
HL3 17,3
HL4 >100
[Ruy(p-cimeno),Cl,], >100

Tabla 14: Actividad bioldgica in vitro de los complejos metalicos de rutenio-p-cimeno en la cepa 427 de

T. brucei brucei.

En este estudio, RuLl y RuL4 han demostrado ser los mas activos, con valores de Clsg
de 2,9y 0,5 uM, respectivamente. La inhibicidn de crecimiento de T. brucei brucei de
Rul2 y RuL3 fue de 6 a 30 veces mas baja en comparacién con los compuestos de RulL1
y Rul4. Es interesante destacar que, a diferencia de otros complejos de rutenio, la
exposicion de los parasitos a una concentracién 1 uM de Rul4 por 24 horas
adicionales, causé una muerte celular significativa (una caida de dos drdenes en el
numero de células). Estos resultados sugieren, para RulL4, un mecanismo de accidon que
podria involucrar un metabolismo lento del compuesto en productos mas activos, o
acumulativos generando un dafio celular irreversible. Es importante destacar que este
compuesto mostré un aumento significativo de la inhibicion de crecimiento

comparado con su respectivo ligando libre, HL4 (Clso > 100 uM).
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Por otro lado, el complejo precursor [Ruy(p-cimeno),Cl,], no presentd actividad
inhibitoria del crecimiento del parasito (Clsp > 100 uM). Los ligandos tiosemicarbazona
HL1-HL3 per se, presentaron un efecto citotéxico comparable a sus complejos rutenio-
p-cimeno (Tabla 14).

Cabe destacar que el compuesto Rul4 resultd el mas activo en ambos parasitos lo que,
de alguna manera, valida la hipdtesis propuesta. Debe tenerse en cuenta que este
complejo que contiene la tiosemicarbazona con el sustituyente fenilo, seria también el
complejo mas lipofilico, lo que podria estar afectando favorablemente la actividad

antiparasitaria.

5.2.3.1.3 CITOTOXICIDAD INESPECIFICA EN MACROFAGOS

La especificidad de la actividad antitripanosomal de los compuestos RulL1 y Rul4, que
presentan los mejores valores de actividad antiparasitaria, fue evaluada analizando la
citotoxicidad contra la linea celular J774 de macrdfagos de origen murino. El complejo
RuLl no resultd toxico en macréfagos Clso > 100 uM mientras que Rul4 presentd una
Clsp = 26,2 = 1,7 uM. A partir de estos valores y los de la actividad bioldgica se
calcularon los indices de selectividad correspondientes (IS = Clsg en macréfagos/Clso en
el parasito). En relacion a T. cruzi, el complejo RuL4 mostrd una selectividad moderada
(IS = 2-3 dependiendo de la cepa de T. cruzi) mientras que para T. brucei, el indice de
selectividad del complejo Rul4 es 52. El compuesto RulLl no es selectivo para T. cruzi
pero presenta un buena selectividad (IS > 35) en T. brucei brucei.

En definitiva, la estrategia de conjugar en un mismo compuesto las tiosemicarbazonas
derivadas de 5-nitro-2-furaldehido con el core Ru-p-cimeno resultd6 mucho mas

efectiva para T. brucei que para T. cruzi.

5.2.4 ESTUDIO DE MECANISMO DE ACCION

Como ya fue previamente descrito estos compuestos rutenio-areno fueron disefados y
desarrollados para presentar un mecanismo de accién multiple, siendo capaces de
afectar diferentes blancos o procesos bioldgicamente significativos para el parasito.

Estos compuestos podrian actuar mediante la generacion intraparasitaria de radicales
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libres toxicos para el mismo a través del fragmento 5-nitrofurilo y/o mediante la
inhibicién de la enzima cruzipaina a través del farmacdéforo tiosemicarbazona. Por otro
lado, estos compuestos podrian interaccionar, complementariamente, con el ADN
principalmente a través del grupo Ru-areno. En este sentido, en este Trabajo de Tesis
se realizaron varios estudios con el objetivo de validar los blancos propuestos y, de esa
manera, poder profundizar en el mecanismo de accién mas probable para los nuevos

compuestos Ru-p-cimeno.

5.2.4.1 PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN T. cruzi

El mecanismo de accién establecido de los ligandos tiosemicarbazona conteniendo el
grupo 5-nitrofurano, asi como de sus complejos metdlicos, involucra la produccion de
especies radicalarias libres toxicas para el parasito por biorreduccién intraparasitaria.
En este sentido, la capacidad de produccion de radicales libres de los compuestos
rutenio-areno fue estudiada utilizando resonancia paramagnética electronica (EPR)
incubando los compuestos Ru-p-cimeno con epimastigotas intactas (cepa Dm28c) de T.
cruzi. Debido a que las posibles especies radicalarias intracelulares generadas por la
biorreduccion (radical hidroxilo, por ejemplo) presentan tiempos de vida media muy
cortos, se agregd N-oxido de 5,5-dimetil-1-pirrolina (DMPO) como un agente atrapador
de spin.

La Figura 30 muestra el espectro EPR para [Ruy(p-cimeno),(L3),](PFes),. El patréon de
lineas obtenido y las constantes de acoplamiento hiperfino correspondientes (an= 15,0
G, ay= 22,5 G) estdn de acuerdo con el atrapamiento de un radical centrado en

carbono por el DMPO [97,98].
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Figura 30: Espectro EPR de [Ru,(p-cimeno),(L3),](PFs), (1 mM) obtenido luego de 5 minutos de
incubacidn con epimastigotas (cepa Dm28c; concentracidn de proteina final de 4-8 mg/mL), NADPH (1
mM), y DMPO (100 mM). En la imagen se pueden observar las sefiales caracteristicas del aducto de spin
DMPO-nitrocompuesto. Las sefiales no asignadas corresponden a la degradacion del DMPO, las cuales

también fueron observadas en ausencia de los complejos metadlicos [99,100].

Este aducto podria ser relacionado con la biorreduccion de los complejos y la
formacion de especies radicalarias nitroheterociclicas-DMPO. Es importante destacar
gue este aducto fue detectado en todos los complejos estudiados. Ademas, el radical
hidroxilo intracelular pudo ser observado en la etapa inicial de los experimentos. El
aducto DMPO-OH presenté un patron hiperfino 1:2:2:1 con ay = ay = 14,5 G. Sin
embargo soélo el aducto nitrocompuesto-DMPO es el que se estabiliza y permanece
durante varios minutos.

A pesar de que los compuestos fueron capaces de producir radicales libres en el
pardsito intacto, no se observd una correlacién entre la intensidad de las sefiales de
EPR y la actividad anti T. cruzi observada. En este sentido, los compuestos de rutenio
obtenidos mantienen el mecanismo de accidon del ligando tiosemicarbazona libre
incluyendo al 5-nitrofurano como farmacdéforo [101]. Sin embargo, no parece ser el

mecanismo de accidén tripanomicida principal de los mismos.
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5.2.4.2 INHIBICION DE LA CRUZIPAINA

El estudio de la actividad inhibitoria de la cruzipaina se realiz6 como parte de los
estudios de elucidacién del mecanismo de los compuestos rutenio-p-cimeno. Se
estudié la inhibicion de la enzima cruzipaina por los complejos en un rango de
concentraciones inhibitorias de 10 a 50 uM. En base a los resultados obtenidos,
expuestos en la Tabla 15, estos compuestos presentan una potencia baja a moderada,

como inhibidores de la cruzipaina.

Compuesto IA (%)% a50 uM
[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl, 69+1
[Ruy(p-cimeno),(L2),](PF¢), 83+1
[Ruy(p-cimeno),(L3),](PF¢) 78+2
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, 94+1

Los valores expuestos representan la media de dos valores obtenidos

®|A: inhibicién de actividad de cruzipaina expresada en porcentaje

Tabla 15: Actividad inhibitoria de la cruzipaina de los compuestos rutenio-p-cimeno.

Los compuestos RuL2 y RulL4 fueron los que presentaron el mayor efecto inhibitorio de
la actividad de la enzima. Cabe destacar que estos complejos también presentaron la

mayor actividad anti T. cruzi.

5.2.4.3 ESTUDIO DE INTERACCION CON ADN

Como ya se indicd en el capitulo introductorio, el ADN es un blanco particularmente
importante de los compuestos metdlicos bioactivos. Los nucledtidos presentan
diferentes sitios de coordinacidn a iones metalicos, principalmente con N y/o O como
atomos donores, pudiéndose generar uniones covalentes intra- o interhebras. Los
efectos debidos al metal pueden sumarse a habilidades particulares de los ligandos
presentes en su esfera de coordinacion como intercalacién entre pares de bases y la
habilidad de producir cortes en una o ambas hebras del ADN. También, son posibles

enlaces de hidrégeno o uniones electrostaticas [102].
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En consecuencia, se llevaron a cabo estudios de interaccién con ADN para los
complejos de rutenio obtenidos, para poder dilucidar si la interaccién podria formar
parte del mecanismo de accién de los complejos obtenidos. En este sentido se
realizaron los ensayos primarios de interaccion con ADN de timo de ternera. La union
de los compuestos rutenio-p-cimeno al ADN fue estudiada mediante determinaciones
de absorcion atdmica (para determinar metal unido al ADN) y mediciones de
absorbancia en la region UV para la cuantificacion del ADN. Los compuestos obtenidos

presentaron una unidon muy pobre al ADN (Tabla 16).

nmol Ru / mg base

Compuesto Ru/base’ Base/Ru
de ADN
[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl, 42,7 0,014 71
[Ru,(p-cimeno),(L2),](PFs), 28,2 0,009 108
[Ruy(p-cimeno),(L3),](PFs)» 22,7 0,008 134
[Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, 37,5 0,013 80

®mol de rutenio por mol de pares de base de ADN

Tabla 16: Interaccion de los compuestos de rutenio-p-cimeno con CT-ADN luego de 96 horas de

incubacion a 37 °C.

Los niveles de unidn rutenio-ADN observados fueron aproximadamente 10 veces mas
bajos en comparacion con los complejos de paladio(ll) con tiosemicarbazonas de 5-
nitrofurano previamente desarrollados por el grupo [66]. Estos resultados se
encuentran en concordancia con la estructura de los complejos que aparentemente no
permiten una unién del tipo covalente a las bases de ADN debido a la falta de enlaces
débiles como los Ru-Cl.

Con el objetivo de adentrarse aun mas en el mecanismo de interaccién con ADN, estos
compuestos fueron testeados en ADN plasmidico utilizando microscopia de fuerzas

atomicas (AFM) y en ADN de timo de ternero utilizando medidas de viscosidad.

210



5.2.4.3.1 RESULTADOS DE AFM

Las medidas de AFM y de viscosidad han demostrado ser herramientas Utiles para el
estudio del ADN, asi como de las interacciones de los complejos metalicos con ADN a
partir de las alteraciones producidas en la conformacién del mismo [69,103]. En
particular, la metodologia de AFM se utiliza para visualizar moléculas individuales de
ADN y puede ser utilizada para analizar los efectos inducidos por la interaccién de los
complejos metalicos sobre la conformacién general de las moléculas de ADN. Se
pueden medir los cambios de longitud de contorno y la distancia de extremo a
extremo de las moléculas de ADN individuales en funcion de la concentracion de los
nuevos compuestos. Es asi, que la técnica ha sido utilizada para obtener imagenes de
una sola cadena de ADN, ADN de doble cadena, complejos ADN-proteinas y complejos
ADN-compuesto metalico [104]. Entonces, en este Trabajo de Tesis se llevaron a cabo
experimentos de AFM para proporcionar una vision mas profunda del probable
mecanismo de interaccion de los complejos rutenio-p-cimeno con el ADN.

En este sentido, los complejos organometdlicos de rutenio fueron incubados con el
plasmido de ADN pBR322. Las imagenes de AFM obtenidas se presentan en la Figura
31. Se puede observar claramente que todos los complejos lograron modificar la
estructura terciaria del pldsmido luego de 24 horas de incubacién a 37 °C en
concentraciones que corresponden a una relacion molar de compuesto:pares de base
de ADN r; = 1,5. Esto es constatado a partir de los cambios que sufre el ADN, como

pliegues, entrecruzamientos y superenrrollado.
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Figura 31: Imagenes de AFM mostrando las modificaciones presentadas en el plasmido pBR322 de ADN
debido a la interaccidn del mismo con los compuestos Ru-p-cimeno: [Ru(p-cimeno),(L1),]Cl, (a), [Ruy(p-
cimeno),(L2),](PFe), (b), [Ruy(p-cimeno),(L3),](PFe); (c), y [Ruz(p-cimeno),(L4),]Cl, (d) en una relacién

molar compuesto:pares de base de ADN 1:5y 24 horas de incubacion a 37 °C.

El efecto observado es ligeramente dependiente de la naturaleza del ligando
tiosemicarbazona. El complejo [Ru(p-cimeno),(L4),]Cl, parece presentar la interaccion
mas evidente de los cuatro nuevos compuestos de rutenio-p-cimeno. Se puede
constatar que su efecto pudo ser visualizado como modificaciones mds intensas en la
estructura terciaria del ADN en conjunto con un aumento del espesor del ADN (Figura

31).
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5.2.4.3.2 RESULTADO DE LAS MEDIDAS DE VISCOSIDAD

Las mediciones hidrodindmicas que son sensibles a los aumentos de longitud de la
doble hélice del ADN, como por ejemplo la medida de viscosidad de soluciones de esta
biomolécula, se consideran como las menos ambiguas y la prueba mds critica de un
modelo de unién en solucién al ADN en ausencia de datos cristalograficos y de datos
estructurales de RMN [105-109]. Un modelo clasico de intercalacién resulta en el
alargamiento de la hélice debido a que los pares de bases se separan con el fin de
acomodar el ligando unido, lo que lleva a un aumento de la viscosidad del ADN [105].
Por ejemplo, el intercalante bromuro de etidio aumenta la viscosidad relativa
especifica, como se esperaria para una interaccion de intercalacion [106,110]. Por otro
lado, la disminucion de la viscosidad relativa especifica del ADN se observa en los casos
de interaccidn covalente, como la del cisplatino, que produce dobleces o torceduras en
la hélice del ADN [111].

Con el fin de elucidar el modo de unién de los compuestos de rutenio obtenidos se
llevaron a cabo las mediciones de viscosidad de soluciones de ADN de timo de ternero
(CT-ADN) en funcion de la variacion de los valores de r;. En la figura 32 se exponen, a
modo de ejemplo, los resultados obtenidos a partir de las medidas de viscosidad para

[Ruy(p-cimeno),(L1),]Cl,.

1,35
1,30
1,25
1,20
1,15 v
1,10
1,05
1,00
0,95

Viscosidad relativa

Figura 32: Grafico de viscosidad relativa vs r; para el compuesto [Ru,(p-cimeno),(L1),]Cl, (ri = mol de

complejo/mol de pares de base de ADN)
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Todos los complejos aumentaron la viscosidad de las soluciones de CT-ADN, siendo
este aumento dependiente de la concentracién para los valores de r; ensayados. Como
ya se indicd, este comportamiento se atribuye usualmente a una interaccién de tipo
intercalante [86,112,113]. Es importante mencionar que se han reportado estudios
exhaustivos de otros complejos rutenio(ll)-areno que mostraron importantes efectos
distorsivos del ADN, pero se pudo descartar la intercalacién en la doble hélice del ADN
a través del fragmento areno para los complejos de rutenio con grupos p-cimeno y
benceno [114]. Otros tipos de interacciones no covalentes, como enlaces de
hidrogeno, fuerzas de van der Waals, contactos hidrofobicos e interacciones

electrostaticas podrian ser las responsables de los efectos observados [115].

5.2.4.4 ESTUDIO DE UNION A PROTEINAS

5.2.4.4.1 ALBUMINA SERICA HUMANA

La albumina sérica humana (HSA en inglés) consiste de una cadena Unica de
polipéptidos de 585 aminodcidos [116], organizada en tres dominios, |, Il y lll. Es la
proteina mas abundante en plasma, representando alrededor del 60% del total de las
proteinas plasmaticas (aproximadamente 40 mg/mL o su equivalente a 600 mM). Esta
proteina es el mayor transportador no especifico en el sistema circulatorio, siendo
caracterizada por su extraordinaria capacidad de unién a una amplia variedad de
compuestos, tanto compuestos metabdlicos enddégenos, como agentes terapéuticos
exogenos. La unién a HSA afecta la concentracion de los farmacos libres en plasma,
actuando como un depdsito para el agente terapéutico. Es importante destacar que
esta unién juega un rol decisivo en la biodisponiblidad in vivo de cualquier farmaco,
pudiendo incrementar su solubilidad, extender su vida media o retardar o evitar su
ingreso a los tejidos. Ademas, puede facilitar el ingreso a los tejidos inflamados o
tumorales que presentan una permeabilidad incrementada a macromoléculas, como
se explicard mas adelante con mayor detalle [117-120]. De esta manera, el estudio de
la union a la albumina sérica humana seria el primer acercamiento a la farmacocinética
de cualquier potencial farmaco. La union de los complejos rutenio-p-cimeno a las

proteinas plasmaticas es ampliamente reconocida como un paso crucial para la
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biodisponiblidad de los mismos [121]. La determinacién de la unién a HSA es requerida
para los estudios de potenciales agentes terapéuticos por la FDA [116].

La union de los compuestos RuLl y RuL4 a la albumina sérica fue estudiada mediante
métodos de espectroscopia electronica (absorcion Ultravioleta-Visible, Dicroismo
Circular y Fluorescencia). Se selecciond estos compuestos ya que como se vera mas
adelante, el complejo Rul4 presenta actividad antitumoral promisoria. Por otro lado,
el complejo Rull es el complejo mas simple y se estudié con fines comparativos.

La seleccion de las dos primeras técnicas se basa en que éstas permiten obtener
informacién de los cambios producidos en el entorno del complejo estudiando las
transiciones electrénicas del mismo. La técnica de fluorescencia de HSA ofrece
informacién de cambios en la proteina siguiendo cambios en las propiedades

fotofisicas del residuo Trp214 responsable de la fluorescencia de la HSA.

Estudio de union a proteinas mediante Dicroismo Circular

La espectroscopia de Dicroismo Circular (DC) es una poderosa técnica frecuentemente
utilizada para monitorear las interacciones entre proteinas y farmacos a partir del
seguimiento de los cambios en el espectro de la proteina en el rango de longitudes de
onda de 190-300 nm. El espectro DC en el rango de 200-250 nm es capaz de brindar
informacién de la estructura secundaria de la proteina y los cambios que acontecen
luego de la coordinacion a un compuesto. La necesidad de utilizar DMSO para
solubilizar los complejos de rutenio en este estudio excluyd la posibilidad de utilizar la
espectroscopia de absorcién UV y DC por debajo de 270 nm (debido a la propia
absorcién del DMSO). De todas formas, el dicroismo circular puede ser una técnica
muy informativa si se observa una sefial de dicroismo circular inducido (DCl) que
resulta de la quiralidad que es transmitida a las transiciones electrénicas de un
compuesto silencioso al DC (no quiral) si se une en proximidad de los grupos quirales
de la proteina.

Los complejos RulLl a Rul4 resultaron especies silenciosas al DC y ninguno de ellos
posee centros quirales. Sin embargo, presentan diversas bandas de absorcion para | >
270 nm, regién en la cual la HSA no absorbe la radiacion. Entonces, la observacion de

sefiales DC mayores a 320 nm representarian una clara evidencia de la unién del
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compuesto a la proteina. Este es el caso para los compuestos RuLl y Rul4 y su
interaccion con HSA que puede ser monitoreada mediante las sefales de DCI medidas
(Figura 33). Dado que en esa regiéon espectral tanto el complejo como la proteina son
silenciosos el espectro DCI observado es reflejo exclusivo de la interacciéon entre
ambos. En este sentido se estudid la variacidon de esta interaccién entre los complejos
metalicos y la proteina en funcién del tiempo a efectos de determinar las condiciones
de equilibrio para ambos sistemas. Se establecié que luego de 20 horas de incubacién
los sistemas alcanzaron el equilibrio. Para tiempos de incubacién mayores, los cambios
en el espectro de DC se tornaron despreciables. Las Figuras 33 a 37 incluyen los datos
de DC obtenidos para Rull y Rul4. La Figura 33 muestra una sefial de DCI débil
(consistiendo en dos bandas negativas a =400 nm (396 nm, banda I) y =500 nm (494
nm, banda Il) detectadas luego de 1 hora y correspondientes a la union de RulL1 a HSA.
El hecho de que la sefial de DCl es observada luego de un tiempo de incubacion
pequeiio sugiere que el complejo no se disocia en las especies monoméricas, y
tampoco pierde ninguno de sus ligandos coordinados, y es mas factible que la uniéon de
Rull a HSA involucre a la especie dimérica original. Esta hipdtesis es reafirmada por el
espectro UV-Visible del complejo RulLl luego de 1 hora de incubacién con HSA,
mostrando un corrimiento batocrémico de aproximadamente =25 nm en la banda de
absorcién, desde 415 nm (en el complejo libre) a 440 nm (en la especie unida a HSA).
Ademas, el espectro UV-Visible de RuL1 (para | > 350 nm) no se modifica en presencia
de la proteina durante un tiempo de 24 horas. La intensidad relativa de las dos bandas
de CDI | y Il se modifica con el tiempo de incubacion creciente (Figura 33.Ay 33.B), con
un concomitante corrimiento al azul (hipsocrémico) (aproximadamente 10 nm) en
Demax para ambos. La intensidad relativa de las bandas | y Il de DCI en condiciones de
equilibrio (Figura 33.C) parece ser dependiente de la concentracién: mientras que la
banda | se intensifica con concentraciones crecientes de complejo, sélo se observan
cambios pequenos para la banda Il luego de superar la relacion molar RuL1:proteina de

1:1.
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Figura 33: La unién del complejo RuL1 a HSA monitoreada mediante espectroscopia DC: a) Tiempo-
dependiente: seial de DCI registrada para la solucion de HSA 100 mM con una relaciéon molar
proteina:complejo de 1:0,5 (las flechas indican los cambios observados a tiempos de incubacion
crecientes); en la parte inferior se observa la evolucion correspondiente de los valores diferenciales de
absorcidon molar (De) para la banda | de DCI (circulos) y la banda Il (tridngulos) con tiempos de
incubacidn crecientes; C) Espectro de DCI en condiciones de equilibrio: Cambios en la sefial de DCI con
concentraciones crecientes de RulLl (*: espectro para la relacion molar proteina:complejo 1:2; **:
Espectro de DCI para un tiempo de incubacion de 6 horas): Cambios en De observados para la banda |

(circulos) y para la banda Il (triangulos) con concentraciones crecientes de complejo RulL1l.

Las observaciones pueden ser explicadas de forma tentativa suponiendo la existencia
de dos sitios de coordinacion diferentes para el complejo RuLl en HSA, cada uno
correspondiente a cada sefial de DC. Uno de los sitios probablemente se satura a una
relacion molar de 1:1 en condiciones de equilibrio. La dependencia con el tiempo de la
intensidad relativa de las dos bandas sugiere una preferencia cinética por uno de los
sitios de accion (posiblemente mas accesible al solvente), resultando, en el debido
tiempo, en una interaccidon termodinamica mds estable. Luego de la adicién de un
segundo mol equivalente de complejo (Figura 33.C), el patrén de las sefiales de DC
cambia: la banda | (a aproximadamente 385 nm) aumenta su intensidad, mientras que
la banda Il (a aproximadamente 500 nm) se corre al rojo. De esta manera, estda claro
qgue el complejo 1 se une a HSA, y esta unidn ocurre bastante rapido. Si se agrega un
exceso de complejo (probablemente esto no sea extrapolable a condiciones in vivo), se
puede observar que un segundo sitio de unién mas débil (correspondiente a una senal

de DC diferente) se encuentra disponible.
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La union de Rul4 a HSA fue estudiada con mayor detalle. Los espectros de DCI en
soluciones conteniendo HSA y Rul4 son mucho mas intensos que sus andlogos para
Rull, exhibiendo un patréon bastante diferente que también cambia con tiempos de
incubacién crecientes (Figura 34). Las senales fuertes de DCI son registradas luego de
un corto periodo de incubacion de 10 minutos (Figura 34.A1) mostrando diversas
sefiales: una intensa sefial positiva a =500 nm (503 nm), una negativa menos intensa a
=400 (416 nm) y una tercera negativa a aproximadamente 340 nm (posiblemente
también se presente otra sefal, también negativa, enmascarada a menores longitudes
de onda). Con los tiempos de incubacion crecientes, de hasta 1 hora, la intensidad de
todas las bandas de DCI aumentan ligeramente con un concomitante corrimiento al
azul de 10 nm, luego de eso la intensidad de las sefiales positivas comienza a disminuir
(Figura 34. A2 y 34.A3). En condiciones de equilibrio (luego de 24 horas) se observa un
espectro DC completamente diferente con una inversidn de las dos sefiales principales

de DCI de menor energia (Figura 34.B).
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Figura 34: Dependencia con el tiempo de la unién de RuL4 con HSA: A1/A2) Sefial de DCI para una

solucion de HSA 100 uM incubada hasta 2 horas a 32 £ 2 °C con Rul4 con una relacién molar de
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proteina:complejo 1:2, y A3) Evolucidn correspondiente de los valores diferenciales de absorcion molar
(Ag) para las sefales positivas a 500 nm (triangulos, eje E izquierda) y negativas a 410 nm (circulos, eje Y
derecha) con tiempos de incubacidn crecientes; B) Evolucion de la sefial de DCI para mayores tiempo de
incubacidn resaltando la inversion del efecto Cotton en condiciones de equilibrio (sefial registrada a
temperatura ambiente para una solucién de HSA 100 uM incubada con RuL4 con una relacién molar 1:1
con agitacién constante (37 £ 0,5 °C) entre mediciones). Las flechas resaltan los cambios observados con

los tiempos crecientes en todos los espectros de DCI.

La senal fuerte de DCI observada luego del periodo de incubacién corto de 10 minutos
indica que el complejo se esta uniendo a la proteina como una entidad Unica. Ademas,
como ya fue descrito en el estudio de ESI(+)-MS, el complejo dimérico de partida pudo
ser observado en soluciones con 24 horas de reposo. Esto también se puede reafirmar
con los espectros UV-Vis de RulL4 en ausencia y presencia de la proteina (Figura 35).
Las sefales de menor energia muestran un corrimiento hacia el rojo de =30 nm luego
de 10 minutos (a 32 + 2 °C), seguido por una pérdida de intensidad y un pequefio
corrimiento hacia el azul (=3 nm) con tiempos de incubacion crecientes de 1 hora,
luego de la cual la absorbancia aumenta ligeramente hasta 2 horas. Luego de 22 horas
de incubacidn, el espectro del complejo RulL4 unido a HSA muestra un Anax a 455 nm
(corrimiento al rojo (batocréomico) de 25 nm) y un hipsocromismo de 23% cuando se lo

compara con el espectro del complejo libre.

Absorbance

Absorbance

Figura 35: Dependencia con el tiempo de la unién de HSA con el complejo RulL4: A + B) Espectro UV-
Visible registrado para el complejo 4 (200 uM, linea punteada negra) y para la solucién de HSA:4 a una
relacién molar de 1:2 (100 mM: 200 uM, lineas continuas de colores) registrados en el tiempo, hasta 2
horas a; C) cambio en Ay (®), y €n la absorbacia correspondiente (A ) en el espectro de RuL4-HSA en

funcion del tiempo (hasta 2 horas). Las muestras fueron incubadas a 32 + 2 °C en PBS pH=7,4/ 1%

DMSO; los espectros de DC fueron registrados a la misma temperatura.
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La dependencia de la sefial de DCI con el tiempo sugiere que el complejo Rul4
dimérico y voluminoso se encuentra uniéndose a la proteina posiblemente a través de
su fragmento mas hidrofébico en primer lugar, y luego se reacomoda espacialmente
dando una orientacion mas favorable a sus ligandos (es importante remarcar que la
albumina es una proteina bastante flexible). Otra posible explicacidon es la unién del
complejo a diferentes sitios de la proteina, con una preferencia cinética por uno de los
sitios de unidn, y un rearreglo, con el paso del tiempo, a otro(s) sitio(s) generando una
interaccion mas estable. Wang & Dyson (y colaboradores) observaron que la
interaccion del derivado p-cimeno [Ru(ns-p-cimeno)CI(en)][PFs] (en= etilendiamina)
con albimina mostré una preferencia por diferentes sitios de unidon en funcién del
tiempo, siendo la unién a Cys-34 favorecida cinéticamente sobre la unién a los
residuos His y Met que fueron preferidos termodindmicamente, en particular el
residuo His-128, mas accesible al solvente [122].

A pesar que los resultados de DC por si solos no permitieron establecer la ubicacién
exacta del complejo en la proteina, nuestros resultados indican que la interaccién del
complejo Rul4 con albumina involucra, indudablemente, alguna movilidad del
compuesto, tanto en la superficie de la proteina como su reacomodo en algun sitio
especifico, dando lugar al arreglo preferido, en lugar de la primera y muy rapida
interaccion. En condiciones de equilibrio los espectros de DC de RulL4 muestran dos
sefiales de DCI, A(+) a =400 nm y A(-) a =494 nm, las cuales aumentan de intensidad
con concentraciones crecientes de complejo (Figura 36.A). Por encima de una relacién
molar de 1:1 se puede observar una sefial ancha y débil centrada en A(-) =325 nm
(Figura 36.B). La intensidad de las tres bandas aumenta con el agregado adicional de
Rul4 a la proteina hasta alcanzar excesos en las relaciones molares de 1,75-2 (Figura
36.C), y luego de superar un exceso molar de hasta 3, solamente la banda de =325 nm

se vuelve mas intensa.
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Figura 36: Sefial de DCI observada para la unién de RuL4 con HSA en condiciones de equilibrio. A)
Espectro de DC registrado a temperatura ambiente para HSA en ausencia y en presencia de Rul4 (las
flechas indican los cambios con el aumento creciente de la relacion molar proteina:complejo); B)
Dependencia de la sefial de DCI con la concentracion de Rul4: La intensidad de las dos sefiales de DCI
observadas aumenta hasta una relacion molar de 1:1 (B1) y para mayores concentraciones (B2), se hace
visible una tercer sefial negativa. C) Evidencia de los dos sitios de unidn para RuL4 en HSA: el primer sitio
a una relacién molar de 1:1 (exhibiendo dos sefiales de DCI) se encuentra ocupado en un gran
porcentaje (C1), mientras que a una saturacion de 1:2 se observa el segundo sitio de accion (con una
sefial adicional de DCl a =325 nm); C2. La representacion de Ae con concentraciones crecientes de
complejo resalta los cambios en la seial de DCI inducido para Amax(+), Amax(-) Y A-) = 325 nm; C3. Los
cambios de Apmax(+)/Amax(-) con una concentracidén de RuL4 100 uM. (Cysa= 100 uM, 22 horas de
incubacién a 37 °C en PBS pH=7,4/1% DMSO).

El limite de solubilidad de RuL4 en presencia de HSA en buffer fosfato salino pH = 7,4/
1% DMSO resulté de 300 uM, el cual no permitié recolectar informacion en
condiciones de saturacién de la union. Sin embargo, nuestros datos de DC indican la
existencia de dos especies de uniéon RuL4-HSA diferentes, uno con sefiales de DCly(+) y
DCl4(-), y un segundo sitio de unién con senales de DCI correspondientes a la nueva
banda a 325 nm (Figura 36.C2).

Las constantes de unién para estos dos aductos fueron calculadas a partir de los datos

de DC obtenidos utilizando el programa PSEQUAD [123], y considerando que el
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complejo de partida no se disocia. Los resultados se exponen en la Tabla 17. Fue
posible refinar las constantes de unidén para estas dos especies distintas de Ru-HSA,
designadas como {HSA-C} y {HSA-C,} (C se refiere al complejo Rul4), con un buen

ajuste a los datos experimentales.

Modelo Datos de DC
‘log B (+ 3DS) Yog K’
HSA-C log fB; = 5,14 (+ 0,06) log K';= 5,14
HSA-C; log B12=9,64 (+0,21) log K';=4,50

°En el modelo de especiacién se asume que el complejo se une como una entidad dimérica.

®Refiere al complejo RuL4 y HSA-C y HSA-C, son las dos especies formadas de {HSA-Complejo}.

“B1n es la constante de formacién (o unién) global definida como B;,= [HSA-Cn]/[HSA][C]"; DS es la
desviacién estandar

K’son las constantes parciales de formacidn definidas como: K= [HSA-C]/[HSA][C]; K",= [HSA-C,]/[HSA-
C][C]. La distribucion de la concentracidn de las especies formadas en este sistema se representa en la

Figura 37 para las condiciones de las mediciones de DC.

Tabla 16: Constantes de union a la albumina calculadas para las especies formadas en los sistemas HSA-
Rul4 (22 horas de incubacién a 37 C en PBS/1%DMSO) calculado a partir de los espectros con
PSEQUAD™.

La distribucién de la concentracién de las especies formadas en este sistema se
representa en la Figura 37 para las condiciones utilizadas en las medidas de DC, y
también incluye el espectro individual calculado para el aducto {HSA-C}, Agq,, y para el
aducto {HSA-C,}, Aei,, los cuales son consistentes con los espectros de DCI

experimentales observados y por lo tanto validan el modelo propuesto.
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Figura 37: Los aductos de proteina-complejos son detectados en el sistema HSA-complejo mediante
espectroscopia de DC. Izquierda: Diagrama de distribucidén de concentracion obtenido para el sistema
con las constantes condicionales de unién tomadas de la tabla 17 y el programa HySS, donde HSA-Cy
HSA-C, son los dos aductos formados con el complejo RuL4 (Cysa= 100 uM (constante), Cgry4= 0 <400
uM, con 22 horas de incubacion a 37 °Cy PBS pH = 7,4/1%DMSO0); derecha: espectro de DCl calculado

para las especies {HSA-C}, Ae,q, y para {HSA-C,}, Ag1,, con PSEQUAD, y la sefial experimental de DCl para

este sistema de complejo de Rutenio-HSA a una relaciéon molar de 1:1

De esta manera, los datos obtenidos a partir de la espectroscopia de absorcion
electréonica pueden proveer una clara evidencia de la interaccion para ambos
complejos RuLl y RulL4 con HSA. La unidén ocurre de forma rdpida para ambos y es de
caracter fuerte, dando lugar en ambos casos a espectros de DCl dependientes del
tiempo, sugiriendo que estos complejos sufren un rearreglo espacial mientras se
acomodan con la proteina. Los cambios espectrales observados en ambos espectros
isotrépicos de DC de estos dos sistemas indican que la union del complejo RulL4 a HSA
es mas fuerte que la misma para RulLl. De esta manera, se puede inducir que la
presencia del sustituyente fenilo en el primero podria aumentar las interacciones

hidrofébicas con la proteina.

Estudio de unidon a proteinas mediante Fluorescencia

Con el objetivo de poder entender de una forma mas profunda las interacciones entre
RuLl y Rul4 con la albumina sérica humana, se llevaron a cabo estudios de
espectroscopia de fluorescencia utilizando la fluorescencia intrinseca de la HSA debido

al residuo individual de triptéfano, Trp214, cuando ocurre una excitacion a 295 nm y/o
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se observa emision a 340 nm (o longitudes de onda mayores). Este residuo yace entre
dos sitios de unidn estructuralmente selectivos (sitios de unidn | y Il de Sudlkow) [124]
y es muy sensible a los cambios que pueden ocurrir en el entorno ya sea por la unién
de un farmaco o por las alteraciones estructurales de la proteina.

En la Figura 38 se puede observar el espectro de emision de la proteina en presencia
de concentraciones crecientes del complejo Rul4. En ausencia del complejo, el
maximo de intensidad de emision para Trp214 se observa a 334 nm, mostrando que
este residuo se encuentra protegido del solvente acuoso, donde el Trp podria tener un

maximo de emision de aproximadamente 350 nm.
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Figura 38: Resultados de fluorescencia en estado estacionario para la union de RuL4 con HSA. A)
Quenching de emisidn de fluorescencia de Trp214 (Ae. = 295 nm) observado luego de la unién a Rul4;

inset: % relativo de intensidad de fluorescencia a Aem = 340 Nm con concentraciones crecientes de

complejo. B) Espectro de emisién de fluorescencia de HSA (Aex.= 295 nm) normalizado a Aem ' cON

relaciones molares de complejo:proteina variables. El complejo RuL4 induce un corrimiento hacia el azul

en el espectro de emisién del Trp214 de HSA. C) Curva de Stern-Volmer obtenida para las mediciones de

fluorescencia en estado estacionario de este sistema. (Cysa= 5,2 WM, constante, muestras preparadas en
medio 2%DMSO/PBS, con 20 horas de incubacién a 37 °C, las medidas de I se tomaron a temperatura

ambiente de =23 °C).

El complejo RulL4 induce un corrimiento significativo hacia el azul (hipsocrémico) en la
emisién de la proteina, la cual se hace mas pronunciada a medida que aumenta la
concentracion de Rul4 (el corrimiento maximo observado es de 8-9 nm, Figura 38.B).
Esto indica que el microambiente alrededor de Trp214 se ve enmascarado del
ambiente acuoso, y la incorporacion del complejo Rul4 en las proximidades del
residuo de Trp214 podria ser la causa de este corrimiento. Es importante destacar que

este complejo presenta un fragmento hidrofdobico que probablemente sea capaz de
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incorporarse a la proteina, direccionando asi, sus ligandos mas hidrofilicos hacia el
exterior. Ademas, el complejo presenta un tamafio importante por lo que dificultaria la
accesibilidad de las moléculas de agua al Trp214. Este efecto contrasta con la unién de
moléculas mas pequefias incluyendo diversos acidos grasos y bilirrubina, los cuales
inducen ligeros cambios estructurales en el plegado de la proteina sin corrimientos
apreciables de las longitudes de onda de los maximos de emision de Trp214 [125]. El
corrimiento hacia el azul (hipsocromico) observado indica que el complejo de rutenio
no se encuentra induciendo una denaturalizacién de la proteina, lo cual seria
consistente si se observara un corrimiento hacia el rojo (batocrémico) en la Aem™
(dado que el desplegado de la proteina podria aumentar la exposicion de Trp214 a las
moléculas de agua, y no lo opuesto como fue observado).

Luego de corregir los datos de IFy/IF para el corrimiento espectral, se constataron los
cambios en la intensidad de fluorescencia de Trp214 como consecuencia de la
interaccion de la proteina con el complejo Rul4. El anadlisis cuantitativo de esos datos
puede proveer informacion acerca de los mecanismos de interaccion y las constantes
de unidn, las cuales pueden brindar un mayor aporte al modelo de unién propuesto a
partir del andlisis de los datos de DC.

La intensidad emitida a 340 nm fue utilizada para construir la curva de Stern-Volmer
representada en la figura 38.C. Esta longitud de onda fue la elegida dado que se
encuentra cerca de la longitud de onda del maximo de emision (de esa manera la
sensibilidad es cercana a la del maximo), pero se encuentra en longitudes de onda mas
cercanas al rojo en relacién a la sefial de scattering Raman del agua, y de esa manera la
relacion de sefial/base es mucho mas favorable que la que seria si se hubiese utilizado
la longitud de onda del maximo de emision. Se puede observar claramente que la
curva de Stern-Volmer para la disminucién (quenching) de HSA a partir de la unién con
el complejo Rul4 presenta una desviacidon negativa de su linearidad en el rango de
concentracion baja y media. Esto fue confirmado a partir del ajuste a un modelo
cuadrdtico, recuperando un coeficiente cuadratico negativo, el cual no posee un
significado fisico. Ademas, la espectroscopia de fluorescencia en funcién del tiempo
pudo ser utilizada para poder esclarecer los mecanismos detras de la inusual curva de
Stern-Volmer obtenida para la disminucién de la intensidad de fluorescencia

(quenching) de HSA luego de la coordinacién con Rul4. En la curva de Stern-Volmer
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para los resultados expuestos en la Figura 39, la desviacidon negativa de la linealidad es
aun mas clara. La media del tiempo de vida de fluorescencia también fue representada
como una funcién de la concentracién de complejo. Conforme ocurre la unidon de Rul4
con la proteina, la vida media de fluorescencia tiende a valores infinitos. Estos
resultados son consistentes con que en el sistema opera un mecanismo de
transferencia de energia de resonancia Forster (FRET) [126,127]. Existe una
superposicidon significativa entre la emisién de HSA-Trp214 y la absorcién de Rul4
(Figura 40), y es posible que un proceso, sin radiacion, de transferencia de energia de
excitacion desde un donor D (en este caso HSA-Trp214) a una molécula aceptora A (en
este caso el compuesto Rul4) pueda ocurrir. Este mecanismo de disminucién
(quenching) fue propuesto para otras especies que unidas a HSA eran absorbentes,
como la bilirrubina [125] y derivados fluorescentes de 4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

(NBD) de acidos biliares [126].

1.8 40 40
N
‘b Q
o s
Q -~ 30 ’). 10
W 14 .‘ ® v Al >
:l) Q -~ 10 AP 20
L ° -~
100 b
1.0 Ao
08
A B
0.6 0.0 0.0
0.0£+00 1.06-05 2.06-05 00 02 04 G O3 16
C((onv.-ll/M .IWM

Figura 39: Resultados obtenidos a partir de la fluorescencia resuelta en funcidn del tiempo para la union
del complejo RulL4 con HSA. A) Curva de Stern-Volmer para el tiempo de vida de fluorescencia del
Trp214 de HSA con concentraciones crecientes de RuL4 en PBS/2%DMSO (Aexc= 279, hem = 340 nm,
temperatura ambiente). B) Tiempo de vida de fluorescencia de Trp214 de HSA como una funcién de la
fraccion molar relativa de {HSA-C} al HSA libre definido por la ecuacion (2), donde m es To= Tjipre= 3,71 ns
YA Tynigo= Tusa-o= (1,1 £0,2) ns. La linea es el mejor ajuste a los datos tomando en cuenta la primer

constante de unién [1; determinada a partir de los datos de DC.
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Figura 40: Superposicion espectral de los espectros de emisidn y de absorcion de fluorescencia para el
complejo RulL4 con HSA en PBS/2%DMSO: la linea roja punteada representa el espectro de absorcién
obtenido para una solucién 200 uM de RuL4 (celdas de cuarzo con longitud 6ptica de 0,5 cm); la linea

continua azul representa el espectro de emision del Trp214 de HSA (Aexc= 295).

Estudios mas avanzados fueron realizados por el grupo de Biofisica de la Universidad
de Lisboa y permitieron calcular la distancia R entre Trp214 y Rul4 en el aducto {HSA-
C}. Este valor es cercano a los valores determinados para las moléculas que se unen a
sitios de unién especificos de | o Il de la HSA a valores de pH = 7,4 (por ejemplo, 24,4 A
para bilirrubina [125], 27-30 A para los derivados NBD de &cidos biliares [126].
Teniendo en cuenta el tamano voluminoso del complejo es posible esperar que el
compuesto se una al HSA en la proximidad del Trp214, con el RulL4 orientado de tal
manera que el fragmento responsable de la banda de absorcion que se superpone con
la emision de Trp214 se posicione lejos de este residuo aminoacidico.

En suma, los estudios de espectroscopia de fluorescencia indican que existe una
interaccion fuerte y especifica del complejo RulL4 con HSA, involucrando dos sitios de
union diferentes, el primero a una distancia de 2,5 nm del Trp214 y el otro dentro del
radio de van der Waals del indol de cadena lateral del Trp214.

La interaccion de Rull con HSA también fue estudiada mediante espectroscopia de
fluorescencia. El espectro de emision de Trp214 (Figura 41) sufre un corrimiento hacia
el azul de 5 nm conforme aumenta la concentracion del complejo Rull. Este
corrimiento es menor que el observado para RulL4 en iguales concentraciones,
indicando que la interaccion de HSA con Rull no se encuentra afectando tanto el

entorno cercano de Trp214 como lo hace Rul4.
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Figura 41: Resultados de fluorescencia para la unién de RuL1 con HSA: A) Quenching de fluorescencia de
emisiéon de Trp214 (Aey = 295 nm) observado luego de la unidn de Rull; inset: % relativo de intensidad
de fluorescencia a A = 340 nm con concentraciones crecientes de complejo (los valores indican relacidon
molar complejo-proteina). B) Espectro de emision de fluorescencia de HSA (Aex. = 295 nm) normalizado a
Aem * con relaciones molares de proteina:complejo variables. Luego de la unién, el complejo Rull
induce un corrimiento hacia el azul de 5 nm en el espectro de emisidn de Trp214 de HSA. C) Curva de
Stern-Volmer obtenida para las mediciones de fluorescencia en el estado estacionario (l/lr, m) y en
funcién del tiempo (to/t, ®); el mejor ajuste para los datos experimentales resulté en: Igo/le= 1 + (2,77 x
10°) Cruu1 + (4,35) x 10° Cruus (R*= 0,9927) y To/t= (0,99 + 0,06) + (176 + 2) x10” Crurs (R’= 0,9914). (Cpsa=
5,2 uM constante, las muestras fueron preparadas en PBS/2%DMSO, con 20 horas de incubacién a 37 °C

y las medidas de I fueron tomadas a =23 °C).

La curva de Stern-Volmer construida a partir de las mediciones obtenidas del estado
estacionario y en funcion del tiempo para el quenching de HSA con RulLl se muestran
en la Figura 41. A diferencia de Rul4, la curva de Stern-Volmer del estado estacionario
para el complejo Rull esta bien descrita por una ecuacién cuadratica, la cual muestra
nuevamente que existe mas de un mecanismo de quenching. Si uno de los procesos de
guenching afecta ademas el tiempo de vida de fluorescencia, entonces el mecanismo
involucrara tanto procesos de quenching estaticos como dindmicos.

En suma, los resultados espectroscépicos definitivamente constatan una rapida
interaccion de ambos complejos RuLl y Rul4 con la albumina sérica humana
alcanzando el equilibrio luego de un periodo de =20 horas de incubacién a 37 °C. Fue
posible analizar los resultados experimentales de forma cuantitativa, calculando las
constantes de unién para los procesos de formacién de aductos en estos sistemas.

Ademas, los resultados espectroscopicos de fluorescencia combinados con los de
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dicroismo circular permitieron obtener un acercamiento al modo de interaccidon con

HSA de los complejos.

5.2.5 ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Como ya fue mencionado previamente, ha sido demostrado un paralelismo entre la
actividad antiparasitaria y antitumoral de diversos compuestos. En este sentido, luego
de estudiar la actividad antiparasitaria de los compuestos Ru-p-cimeno desarrollados,
se analizo su potencial como antitumorales.

Se estudid la actividad antitumoral de los complejos de rutenio en las lineas celulares
tumorales humanas A2780 (adenocarcinoma de ovario), HL-60 (leucemia
promielocitica aguda), MCF7 (adenocarcinoma mamario) y PC3 (carcinoma prostatico
grado IV con potencial metastasico). Se utiliz6 como compuesto de referencia al
metalofarmaco de uso clinico, cisplatino, que presenta actividades conocidas en las
lineas celulares tumorales descritas, siendo PC3 una linea celular tumoral resistente al
tratamiento con este farmaco. Las células fueron incubadas con cada compuesto
durante un periodo de 24 horas y/o 72 horas y fueron ensayadas subsecuentemente
utilizando el ensayo de punto final con MTT (determinacion colorimétrica de
viabilidad). Los valores de Clso obtenidos para los ligandos HL1 a HL4, asi como para los
complejos RulLl a Rul4 y cisplatino frente a las lineas celulares A2780, HL-60, MCF7 y

PC3 se muestran en la Tabla 17.

A2780 HL-60 MCF-7 PC-3
Compuesto (72 h) (24 h) (72h) (72 h) (72 h)
[Ru(p-cimeno)Cl], >300 - - >300 >300
HL1 18,0+5,0 - - 3,3%£1,0 43,0+8,5
Rull 34+10 48,84 +6,28 | 23,73 +3,18 30,0+4,7 297 +73
HL2 18,0+5,5 - - 7,615 50+11
Rul2 15,0+ 2,0 - >200 65+ 19 238 +44
HL3 8,320 - - 2,305 47 +19
RulL3 23,0+3,5 - >200 23,0+4,7 103+ 14
HL4 134+ 16 - - 62,0+9,8 >500
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Rul4 ‘ 2,4+0,5 ‘388i041 ‘441¢076‘ 8,7+1,9 ‘ 4,6+0,8

cisplatino ‘ 2,5+0,3 51+7°

15611145‘ 2,15+0,10 ‘ 28+ 6°

Los valores de Clsg se reportan en uM (1SD), y se indican los tiempos de incubacién. El metalofdrmaco de
referencia, en uso clinico, cisplatino fue incluido como control positivo.
®*Valores tomados de [128], obtenidos con la misma metodologia experimental, incluidos a modo de

comparacion.

Tabla 17: Citotoxicidad in vitro medida como la concentracidn capaz de inhibir el 50% del crecimiento
celular (Clsp) para la serie de complejos de [Ruz(p-cimeno)z(L)z]2+ contra cuatro lineas celulares de cancer
humano: A2780 (adenocarcinoma de ovario), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), MCF-7
(adenocarcinoma de mama) y PC-3 (carcinoma de prdstata grado IV). Los valores de Clsq estan

reportados en uM (£SD), con los tiempos de incubacién indicados.

Los complejos presentaron valores de Clso de moderados a bajos, lo que indica que
presentan una actividad antiproliferativa o citotdxica interesante. Tal como se puede
observar en la Tabla 17, Figuras 42 y 43, los complejos RulL1 (1) a RuL3 (3) exhibieron
una actividad citotoxica moderada (15-65 uM) contra las lineas celulares A2780 vy

MCF7.
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Figura 42: Graficos de citotoxicidad in vitro de todos los compuestos de rutenio-p-cimeno con HL1-HL4,
RuLl a Rul4, y sus respectivas tiosemicarbazonas libres en las lineas celulares tumorales humanas
A2780 (adenocarcinoma de ovario), MCF-7 (adenocarcinoma mamario) y PC-3 (carcinoma prostatico
grado IV). Los valores de Clsq se reportan en uM para un periodo de incubacién de 72 horas. El
cisplatino, CDDP, es incubado en las mismas condiciones (los valores se obtuvieron de [128] para las

lineas celulares MCF7 y PC3 obtenidos con la misma metodologia experimental).
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Figura 43: Citotoxicidad in vitro de los complejos de [Ruz(p-cimeno)z(L)Z]2+ mas activos, RulLly Rul4,
contra todas las lineas celulares tumorales humanas estudiadas y comparados con sus respectivos
ligandos tiosemicarbazonas libres (HL) y contra el cisplatino (CDDP). Los valores de Clsq se reportan en
uM para un periodo de incubacién de 72 horas (los valores de CI50 para CDDP en las lineas celulares

MCF7 y PC3 se obtuvieron de [128] con la misma metodologia experimental).
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En contraste, los correspondientes ligandos libres exhibieron una actividad citotdxica
mayor (2-18 uM), tal como se puede apreciar en la Tabla 17 y la Figura 44. Es
importante destacar que para el complejo RulL4 se obtiene el valor de Clsg mas
promisorio de todos, 2,4+0,5 uM, siendo el valor correspondiente para el control con

cisplatino de 2,5£0,3 uM bajo las mismas condiciones experimentales.
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Figura 44: Citotoxicidad in vitro de los ligandos tiosemicarbazona HL1-HL4 contra las lineas celulares
A2780, MCF-7 y PC-3. El cisplatino (CDDP) fue incluido a modo de comparacion utilizando las mismas
condiciones experimentales (datos de CDDP contra las lineas MCF7 y PC-3 obtenidos de [120]). Los

valores de Clsq se reportan en uM para un periodo de incubacién de 72 horas.

Si bien la mayoria de los compuestos mostraron una actividad pobre contra la linea
celular PC3 (linea resistente a cisplatino con potencial metastdsico), el complejo RulL4
exhibid una actividad casi 10 veces mayor en la linea PC3 (Clso = 4,6£0,8 uM) que el
cisplatino (Clso = 51+7 uM). Ademads, este complejo de rutenio mostré un perfil
altamente citotdxico en todas las lineas celulares humanas testeadas, con valores de
Clso menores que cisplatino bajo las mismas condiciones experimentales, y resulté
especialmente activo contra el adenocarcinoma prostatico y mamario (Figuras 42, 43y
Tabla 17). Por lo tanto, este complejo RulL4 resultd ser el mas promisorio de la linea de

los compuestos ensayados debido a que presentd un amplio espectro de actividad y
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una alta citotoxicidad in vitro especialmente contra la linea celular PC3 resistente a
cisplatino (carcinoma prostatico grado IV con potencial metastasico). Por ese motivo,
fue seleccionado para estudios posteriores. Dado que el complejo RulLl es el que
presenta el ligando tiosemicarbazona mas simple y, a su vez, es el que exhibe una

toxicidad moderada, también fue incluido en otros estudios.

Mecanismo de muerte celular cuantificado mediante la union a Anexina V y citometria

de flujo

La apoptosis es considerada como el mecanismo fisiolégico de remocion celular por
excelencia, durante el cual los remanentes de la célula muerta son fagocitados sin
ruptura de la membrana celular y pérdida de contenido celular hacia los tejidos del
entorno [129]. Las células HL-60 de leucemia pueden ser utilizadas como un modelo
para evaluar los potenciales agentes anticancerigenos en lo que concierne a su accion
en la ruta de apoptosis mediante el método de Anexina V-PI, el cual se basa en la
evaluacion de la integridad de la membrana celular. Las células HL-60 crecen en
suspension y la tripsinizacion no interfiere durante la determinaciéon de la apoptosis
cuando se utiliza este método. En este sentido, los complejos RuLl y Rul4 fueron
seleccionados para los ensayos de induccién de apoptosis con el fin de evaluar el
principal mecanismo de muerte celular involucrado en la actividad de los mismos.

Se analizé, mediante Anexina V-Pl y citometria de flujo, la capacidad de estos
complejos de rutenio de inducir la apoptosis en la linea celular HL-60 luego de 24 horas
de incubacién a concentraciones equitdxicas (valores de Clso). La Anexina V se une a
los residuos de fosfatidilserina, los cuales se encuentran simétricamente distribuidos
hacia la membrana plasmatica interna pero migran hacia la parte exterior del plasma
cuando ocurre la apoptosis [130]. Tal como se puede observar en la Tabla 18, ambos
complejos de rutenio indujeron la muerte celular principalmente por apoptosis
practicamente en la misma extension que lo hizo el cisplatino, dado que la cantidad de

células dafiadas se encontraron en el mismo rango (o menor) que CDDP.
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Tratamiento (Clsg) | Células vitales Células apoptoticas Células muertas Células dafiadas
24 horas) (%) (%) (%) (%)
Control 89,22 5,48 4,75 0,56
1
49,79 33,89 14,57 1,75
(48,84 uM)
4
57,08 28,27 14,13 0,51
(3,88 uM)
cisplatino
52,78 34,33 10,66 2,23
(15,6 uM)

Tabla 18: Cantidad relativa de células HL-60 en cada estadio luego de 24 horas de tratamiento con los
complejos de rutenio en sus valores de Clso (24 h), en comparacion con el metalofarmaco de referencia

en uso clinico cisplatino.

En suma, este mecanismo de muerte celular programada resultd, entonces, el proceso

principal de muerte.

Proteinas como blancos celulares: interaccion con tubulina e integrina monitoreada

mediante AFM

El ADN representa un blanco biolégico clasico para los metalofarmacos en general y
por ese motivo, se lo propuso inicialmente como un posible blanco para la actividad
bioldgica de la linea de complejos rutenio-p-cimeno obtenidos en este trabajo.

Sin embargo, fue encontrado, que estos complejos exhibieron una afinidad pobre por
el ADN de timo de ternera, sugiriendo asi, que otros blancos biolégicos deberian
encontrarse involucrados. De hecho, se ha reportado de forma consistente en la
literatura que los blancos proteicos son tipicamente mas relevantes que el ADN en el
mecanismo de accion de los compuestos de rutenio [131,132]. Las proteinas
involucradas en el ciclo celular, como la tubulina, o en la formacion del citoesqueleto,
como la integrina, o aquellas presentes en el medio extracelular, pueden ser blancos
importantes para los metalofarmacos. Los cambios en la estructura de la integrina
podrian producir alteraciones notorias en el citoesqueleto que deriven en la muerte
celular mediante procesos apoptdticos. Por otro lado, es sabido que la polimerizacién
de la tubulina ocurre durante el ciclo celular formando microtubulos. Considerando

esto, es importante resaltar que la interaccion de los complejos metdlicos con tubulina
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puede producir la inhibiciéon de su polimerizacion y de esa manera causar la
interrupcion del ciclo celular [133-136]. En este sentido, se evalud la interaccién de los
complejos RulLl a Rul4 con las dos proteinas mencionadas utilizando Microscopia de
Fuerzas Atdmicas.

En la figura 45 se puede observar la comparacién realizada de las imagenes obtenidas
para cada proteina sola, y también cuando éstas se pre-incuban con los complejos
Rull a Rul4 a 37 °C durante 24 horas. Luego de la pre-incubacion con los complejos de
rutenio se observa una clara modificacion en el patréon de las proteinas lo que indica
una fuerte interaccion entre los complejos metalicos y el esqueleto de aminoacidos de

las proteinas.

tubulin
(imaged at 1 um)

(imaged at 500 nm)

integrin

(imaged at 1 um)

Figura 45: Imagenes de AFM obtenidas para la tubulina (imagen superior), la integrina (imagenes
inferiores) en sus formas libres (A), pre-incubadas durante 24 horas a 37 °C con el complejo Rul4 (B) y

con el complejo RulL1l (C).
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Estos resultados indican que la integrina y la tubilina podrian ser blancos importantes

para los compuestos RulL1 a Rul4.

Efecto de la union a la albumina sobre la actividad citotdxica

El efecto de permeabilidad y retencion incrementadas (EPR: Enhanced Permeability
and Retention effect), involucra dos componentes principales. En primer lugar, se ha
demostrado que las células tumorales presentan, a diferencia de las células normales,
una permeabilidad incrementada para compuestos de alto peso molecular, en
particular macromoléculas. Por otro lado, también se ha comprobado que luego del
ingreso a las células tumorales estos compuestos son retenidos. Este determina que
estas moléculas se dirijan preferencialmente a las células tumorales y sean retenidas
por éstas. Cuando se presenta el efecto EPR, la concentracién del farmaco en el tumor
suele ser de 7 a 10 veces mayor en comparacién con una dosis equivalente del mismo
farmaco en una forma de bajo peso molecular (sin unirse a una macromolécula). En
particular, el efecto que podria generar la unidon de una macromolécula como la
albumina sobre la biodisponiblidad de los farmacos en general se encuentra bien
establecido, pero el rol que ésta podria jugar en el mecanismo de accién citotdxico es
un aspecto que usualmente se ha dejado de lado. Es importante resaltar que la
mayoria de los agentes terapéuticos basados en compuestos metalicos utilizados en la
guimioterapia contra el cancer son administrados de forma intravenosa, y la
interaccidon con un transportador sanguineo es usualmente el primer proceso que
ocurre [121]. Tal como se menciond previamente, ha sido propuesto que las proteinas
séricas albumina y transferrina estan involucradas en el mecanismo de accién
antitumoral de los complejos basados en rutenio. En el caso de la albumina, ésta actua
como un vehiculo transportador mayoritario y posiblemente como un depdsito de
reserva, y en el caso de la transferrina ésta es la responsable de la remocidn celular,
mediada por endocitosis, a través del receptor de transferrina (TfR) [131].

Tomando en consideracion estos antecedentes, se estudid el efecto sobre la actividad
citotoxica de la unidn a la albumina de los compuestos de rutenio desarrollados en
este Trabajo de tesis.

La actividad citotoxica de Rul4 se ve aumentada (aproximadamente 20%) en la
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presencia de HSA a bajas concentraciones proteicas, de 1,25 uM hasta 5 uM,
correspondientes a relaciones molares de complejo:proteina de 0,5:1, 1:1 y 2:1. Es de
destacar que las relaciones de complejo:proteina de 2:1 y de 1:1, respectivamente,
corresponden a las condiciones dptimas de formacion de los aductos {HSA-C,} y {HSA-
C}, los cuales ya fueron identificados y caracterizados. Estos resultados muestran que
la unidon a la HSA fortalece la eficacia citotéxica del complejo Rul4 in vitro (en
comparacion con el complejo libre) a concentraciones de proteina relativamente bajas,
y sugiere asi, que el aducto Rul4 - proteina es mas activo contra esta linea celular que
su respectivo complejo libre. Esto podria resultar interesante para dirigir los
compuestos desarrollados hacia los tejidos tumorales, dado el hecho que la albumina
se acumula en los tumores sdlidos como una consecuencia del ya mencionado efecto
EPR [137].

El efecto proliferativo inducido por altas concentraciones de HSA (observado en los
controles negativos en la Figura 46) que muestran un incremento de la viabilidad de la
linea celular A2780 de 15 a 25% en presencia de un gran exceso de HSA sola) es
posiblemente la causa principal del incremento en la viabilidad encontrado para las
respectivas muestras complejo-proteina e indica una ligera disminucion

(aproximadamente de 1/4) en la citotoxicidad de Rul4.
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Figura 46: Efecto de la unidn del complejo RuL4 (complejo 4) a HSA en la viablidad de la linea celular

A2780. Las células fueron tratadas durante 72 horas con RuL4 a una concentracién de 2,5 uM en
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presencia de albimina a diferentes relaciones molares complejo:proteina, desde 1:0,5 a 1:10 (=). Se
utilizaron diversos controles: células sin tratamiento (control negativo, identificado como control (cells)
m), células tratadas sélo con HSA (concentracién de proteina de 2,5y 25 uM, control negativo =) y

células tratadas con RuL4 en ausencia de HSA (Rul4 libre, control positivo, 2,5 uM, m).

En suma, estos resultados in vitro sugieren que la unidn a albumina del complejo RulL4
hace a éste mas citotoxico que su respectivo complejo libre, con una pequeiia
desactivacion cuando se presentan grandes excesos de proteina, anticipando asi, que
el complejo RulL4 puede ser efectivamente transportado en el plasma sanguineo y
liberado en los tejidos blancos. Considerando el rol principal de esta proteina como
transportador en sangre, este es un hecho muy importante para el desarrollo del

complejo RuL4 como potencial metalofarmaco antitumoral.

5.4 CONCLUSIONES

Se obtuvieron cuatro nuevos complejos diméricos rutenio-areno con
tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano como coligandos bioactivos. Los
complejos de formula [Ru,(p-cimeno),(L).]X,, donde X = Cl o PFg, fueron sintetizados y
caracterizados analitica, fisicoquimica y estructuralmente de forma exhaustiva y se
estudiaron sus propiedades fisicoquimicas potencialmente relacionadas con la
actividad bioldgica, como el comportamiento electroquimico. También se determind
su actividad antiparasitaria y antitumoral, asi como su mecanismo de accion probable.
Los estudios de caracterizacion realizados demostraron que los compuestos de esta
serie presentan una coordinacidon similar entre el centro rutenio-p-cimeno y los
ligandos tiosemicarbazona.

En cuanto a los ensayos de actividad contra T. cruzi todas las sales de contraion cloruro
de los complejos mostraron una actividad in vitro contra la forma tripomastigota
infectiva de T. cruzii y los compuestos [Ruy(p-cimeno),(L4),]Cl, y [Ruy(p-
cimeno),(L2),]Cl, resultaron ser mas activos que el farmaco de referencia, nifurtimox.
No se observd una tendencia regular en la actividad anti T. cruzi al incrementar la
longitud de la cadena de los ligandos (HL1-HL4). La mayoria de los compuestos rutenio-

p-cimeno resultaron mas activos contra la forma infecciosa tripomastigota que contra
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la forma epimastigota del pardsito. Este resultado es importante teniendo en cuenta
que la tripomastigota es la forma infectiva en el hospedero mamifero.

Dos de ellos mostraron junto a una actividad in vitro contra T. brucei brucei interesante
altos indices de selectividad (Clsp células mamifero/Clsg células parasito) para este
pardsito. Los estudios preliminares sugieren la potencialidad de los complejos como
inhibidores de ambos parasitos.

Los experimentos realizados a efectos de poder entender el probable mecanismo de
accién tripanomicida mostraron que todos los complejos generan, mediante
biorreduccion en el parasito, radicales libres toxicos, a través del grupo nitro, lo que
indica que estos complejos podrian mantener el mecanismo de accién del farmacéforo
5-nitrofurano. Estos compuestos son capaces de interaccionar con el ADN, y muestran
una baja a moderada inhibicién de la cruzipaina, la cistein-proteasa que juega un rol
fundamental en el ciclo biolégico del parasito. Sin embargo, no se ha detectado una
correlacién entre el efecto en los blancos mencionados y la actividad bioldgica
observada. De esta manera, los resultados no permiten comprobar el blanco principal
de estos compuestos, sugiriendo la posiblidad de un mecanismo de accion “multi-
blanco”. De hecho, otros blancos potenciales no pueden ser descartados.

Los resultados obtenidos en este trabajo son ampliamente promisorios para
considerar a los compuestos rutenio - areno como buenos candidatos para posteriores
desarrollos como potenciales farmacos organometalicos antitripanosomales.

Por otro lado, estos compuestos no sélo mostraron ser potenciales agentes
antiparasitarios, sino que también resultaron ser agentes prometedores para la
guimioterapia contra el cancer. Si bien la coordinacion de HL1 y HL3 al fragmento
{Ru(p-cimeno)} resulta bastante perjudicial para la actividad citotdxica, el derivado
fenil-tiosemicarbazona, HL4 (el menos activo de los ligandos) generd el complejo
rutenio-p-cimeno mas activo contra todas las lineas celulares testeadas; sus valores de
Clsg resultaron hasta 10 veces menores que los del cisplatino en las lineas celulares
testeadas. De hecho, el complejo precursor [Ru,(p-cimeno)Cl,], fue inactivo y el
coligando HL4 exhibid, solamente, una moderada actividad en la linea celular MCF7,
mientras que el complejo RuL4 es mucho mds activo y fue capaz de inducir la apoptosis
en la linea celular HL-60, indicando un mecanismo de muerte celular biolégicamente

controlado. En cuanto al mecanismo de accion antitumoral estudiado para los
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complejos, se detectd, mediante AFM, una fuerte interaccion con la tubulina
(involucrada en el ciclo celular) y con la integrina (involucrada en la formacion del
citoesqueleto).

En lo que refiere a la unién a la albumina humana, los complejos estudiados, RulLl y
Rul4, se unen fuertemente a HSA de una manera especifica, probablemente
involucrando dos sitios diferentes de accidn. Las constantes de unidén correspondientes
fueron calculadas y se encuentran en el mismo orden de magnitud que para aquellas
obtenidas para KP1019, uno de los dos complejos de Ru(lll) que actualmente se
encuentra en ensayos clinicos [2,121,131]. Esto indica que RulLl y Rul4 pueden ser
transportados en sangre a través de la albumina. La pre-incubacién de RulL4 con HSA
no resultd perjudicial para su efecto en la viablidad celular de A2780. Para bajas
relaciones proteina:complejo, la citotoxicidad aumentd alrededor de un 20%,
sugiriendo que la especie unida a la proteina es 4 veces mas activa que el complejo
libre. Consecuentemente, el complejo Rul4 podria ser transportado en el torrente
sanguineo por la HSA para ser liberado en los tejidos blanco. Dado el hecho de que la
albumina se acumula en los tejidos tumorales como una consecuencia del efecto EPR,
esta caracteristica puede proveer una ruta para la selectividad de este complejo de
rutenio hacia las células tumorales.

Los resultados en este trabajo de Tesis podrian ser considerados como una
contribucién significativa para el desarrollo de nuevos metalofarmacos al reafirmar
que el complejo [Rua(p-cimeno),(L4),]Cl,, que incluye a la N*-fenil tiosemicarbazona
derivada de 5-nitrofurano como ligando, resultd un promisorio agente antitumoral
mostrando un gran potencial como posible metalofarmaco para la quimioterapia

contra el cancer.
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6.1 CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados generados en este Trabajo de Tesis pueden ser analizados desde dos
puntos de vista: uno puramente Quimico Inorganico, relacionado con la sintesis y la
caracterizacion de nuevos compuestos de coordinacion, y otro Quimico Medicinal,
relacionado con la potencialidad de dichos compuestos como agentes terapéuticos

para combatir, principalmente, la enfermedad de Chagas.

Desde el punto de vista Quimico Inorganico, se desarrollaron dos nuevas familias de
compuestos con ligandos bioactivos. En conjunto, se obtuvieron dieciséis nuevos
complejos con ligandos bisfosfonato (risedronato, pamidronato, alendronato e
ibandronato) de férmula general [M"(Ris),]-4H,0, [M";(Ale)s(H,0),]-2H,0 con M = Cu,
Co, Mn y Ni, [M“(Pam)z(HZO)z]BHzO con M = Mn, Co, Ni, y {[M"(Iba)]-GHZO}n con M =
Mn, Co, Ni, asi como [Ni"(Ris)»(H20),]:2H,0 y ([Cu"(Pam)]-H,0), y cuatro nuevos
complejos diméricos Rutenio-areno de féormula [Ruy(p-cimeno),(L),;]X;, donde X = Cl o
PFe¢ y HL = tiosemicarbazonas bioactivas derivadas de 5-nitrofurano como coligandos
(tiosemicarbazona de 5-nitro-2-furaldehido y sus N*-fenil, N*-etil y N*-metil derivados).
Todos los complejos se caracterizaron analitica, fisicoquimica y estructuralmente de
forma exhaustiva y se estudiaron sus propiedades fisicoquimicas potencialmente
relacionadas con la actividad biolégica, como el comportamiento electroquimico. Los
estudios de caracterizacién realizados demostraron que los nuevos complejos con
ligandos bisfosfonatos bioactivos desarrollados resultaron, dentro de cada linea,
isoestructurales entre si. Todos los compuestos Rutenio-p-cimeno presentaron un
mismo modo de coordinacién a través del nitrogeno azometinico y el azufre
tiocarbonilico. Ademas, es de resaltar que el desarrollo de estos compuestos Rutenio-
areno constituyo el inicio del trabajo con compuestos organometalicos por parte del
grupo que integra el tesista. Antes se habia trabajado Unicamente con compuestos de
coordinacion clasicos. Ademas, cabe destacar que la quimica organometdlica de
ligandos tiosemicarbazona bioactivos habia sido escasamente estudiada al momento
del inicio de este Trabajo de Tesis. También, debe resaltarse que de este trabajo surge

la descripcién de las primeras estructuras cristalinas de complejos metalicos con
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bisfosfonatos bioactivos. Por lo tanto, la informacién aportada resulta relevante y

novedosa.

Desde el punto de vista de la Quimica Inorganica Medicinal, se realizé, para ambas
familias, el estudio de la actividad bioldgica in vitro sobre T. cruzi. Ademas, para la serie
Rutenio-p-cimeno se determind su actividad en T. brucei, y su actividad como
potenciales farmacos contra el cancer. Para ambas familias de compuestos se estudid
el mecanismo de accidn probable.

En relacidon a la actividad anti T. cruzi los complejos metalicos obtenidos con los
ligandos bisfosfonatos mostraron una muy buena actividad sobre las formas
epimastigota y amastigota intracelular de T. cruzi siendo, la mayoria de ellos, mas
activos que sus correspondientes ligandos libres en ambas formas.

Por otro lado, los complejos Rutenio-p-cimeno mostraron actividad in vitro contra las
formas epimastigota y tripomastigota de T. cruzi, y dos de ellos resultaron ser mas
activos que el farmaco de referencia Nifurtimox. Algunos de estos compuestos
también resultaron activos en T. brucei, parasito responsable de la Tripanosomiasis
africana.

Para el caso de los complejos metalicos con ligandos bisfosfonatos los estudios
sugieren que la actividad en T. cruzi podria ser debida principalmente a la inhibicién
selectiva de la enzima TcFPPS.

Por otro lado, para la familia Rutenio-p-cimeno el mecanismo estaria basado
principalmente en la generacidon, mediante biorreduccion en el parasito, de radicales
libres toxicos. No pueden descartarse otros blancos de accion ya que se constaté su
capacidad de interaccionar con el ADN y su capacidad de inhibir la enzima parasitaria
cruzipaina. En ambos casos, no se puede descartar la existencia de otros blancos
adicionales que podrian contribuir para explicar el aumento de la actividad observada
respecto al ligando libre.

La actividad vario al cambiar el centro metalico en el caso de la serie de bisfosfonatos y
en el caso de los complejos Rutenio-p-cimeno al cambiar el ligando tiosemicarbazona.
Sin embargo, no fue posible encontrar una justificacién a la tendencia observada en el

cambio de las actividades en funcion del centro metalico de los complejos
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bisfosfonato, ni de los ligandos tiosemicarbazona en la linea de los complejos Rutenio-
p-cimeno.

Todos los compuestos metalicos de los bisfosfonatos mostraron una baja citotoxicidad
en células mamiferas modelo y, por lo tanto, altos indices de selectividad para el
pardsito. Esto determind que en particular el compuesto [Mn(Ris),]-4H,O pasara en
esta instancia a la fase de estudios in vivo. Los compuestos Ru-p-cimeno mostraron
bajos indices de selectividad para T. cruzi y mayores selectividades para T. brucei.

Por otro lado, los compuestos Rutenio-p-cimeno con tiosemicarbazonas derivadas del
5-nitrofurano no sdlo mostraron ser potenciales agentes antiparasitarios, sino que
también resultaron ser agentes prometedores para la quimioterapia contra el cancer.
Como resultado global se puede constatar que el derivado con sustituyente fenilo de la
serie de tiosemicarbazonas, practicamente inactivo en su forma libre, generd el
complejo Rutenio-p-cimeno mas activo contra todas las lineas tumorales testeadas;
sus valores de Clsg resultaron hasta 10 veces menores que los del cisplatino. En cuanto
al estudio del mecanismo de accién probable de estos complejos, se detectd, mediante
AFM, una fuerte interaccion con proteinas involucradas en el ciclo celular (tubulina),
asi como en la formacién del citoesqueleto (integrina).

Todos los complejos desarrollados presentaron una importante union a la albumina.
Esto puede tener importantes consecuencias en el comportamiento biolégico de
ambas familias. Debido a que uno de los inconvenientes principales en los complejos
metalicos con bisfosfonatos resultd ser su baja solubilidad en medio fisiolégico, la
interaccion con albumina podria, eventualmente, favorecer la biodisponibilidad de
estos complejos metalicos al actuar como transportador de los mismos. Ademds, dado
el hecho de que la albumina se acumula en los tejidos tumorales como una
consecuencia del efecto EPR (Enhanced permeability and retention effect), esto
demostrd ser beneficioso para los complejos de la linea Rutenio-p-cimeno obtenidos.
La unidon a albumina puede proveer a estos compuestos de una selectividad

aumentada hacia las células tumorales.

En suma, los resultados de este Trabajo de Tesis muestran que la coordinacion de
compuestos organicos, que han presentado actividad tripanosomicida o antitumoral, a

metales de interés farmacoldgico puede resultar una estrategia adecuada para
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desarrollar nuevas herramientas terapéuticas contra enfermedades tropicales
producidas por tripanosomatidos, en particular la Tripanosomiasis americana, asi
como contra el cancer. En forma general, reafirman la importancia de la Quimica
Inorgénica Medicinal en el desarrollo de nuevos potenciales farmacos.

La experiencia adquirida en los sistemas estudiados servirda como base para generar
nuevos complejos potencialmente activos. Estos se disefiardn realizando
modificaciones racionales a los anteriores complejos, que permitan superar algunos
inconvenientes presentados por ellos. Algunas de estas modificaciones se indican en la
seccion 6.2.

Como resultado de gran significacion tanto para la formacion personal como para el
grupo que integro, he adquirido experiencia e independencia en el desarrollo e
interpretacion de los estudios de caracterizacidn, asi como de evaluacién bioldgica de
los mismos. De esta forma este grupo de Quimica Inorganica Medicinal expande sus
posibilidades de desarrollar nuevos compuestos y realizar profundos estudios de

mecanismo de accién de nuevos complejos metalicos bioactivos.

Parte del trabajo informado en esta tesis se plasmod en las publicaciones siguientes:

1. Risedronate metal complexes potentially active against Chagas disease, B. Demoro,
F. Caruso, Miriam Rossi, D. Benitez, M. Gonzdlez, H. Cerecetto, M. Galizzi, R. Docampo,

L. Otero, D. Gambino, Journal of Inorganic Biochemistry 2010, 104, 12, 1252.

2. New organoruthenium complexes with bioactive thiosemicarbazones as co-ligands:
potential anti-trypanosomal agents, B. Demoro, C. Sarniguet, R. Sdnchez-Delgado, M.
Rossi, D. Liebowitz, F. Caruso, C. Olea-Azar, U. Kemmerling, J. D. Maya, H. Guiset, V.
Moreno, C. Pizzo, G. Mahler, A. Medeiros, M. A. Comini, L. Otero, D. Gambino, Dalton
Transactions 2012, 41, 1534.

3. Bisphosphonate metal complexes as selective inhibitors of Trypanosoma cruzi
farnesyl diphosphate synthase, B. Demoro, F. Caruso, M. Rossi, D. Benitez, M.
Gonzalez, H. Cerecetto, M. Galizzi, L. Malayil, R. Docampo, R. Faccio, AAW. Mombru, D.
Gambino, L. Otero, Dalton Transactions 2012, 41, 6468.

259



4. Potential mechanism of the anti-trypanosomal activity of organoruthenium
complexes with bioactive thiosemicarbazones, B. Demoro, M. Rossi, F. Caruso, D.
Liebowitz, C. Olea-Azar, U. Kemmerling, J. D. Maya, H. Guiset, V. Moreno, C. Pizzo, G.
Mahler, L. Otero, D. Gambino, Biological Trace Elements Research 2013, 153, 371.

5. Screening organometallic binuclear thiosemicarbazone ruthenium complexes as
potential anti-tumour agents: cytotoxic activity and human serum albumin binding
mechanism, B. Demoro, R. F. M. de Almeida, F. Marques, C. P. Matos, L. Otero, J. Costa
Pessoa, I. Santos, A. Rodriguez, V. Moreno, J. Lorenzo, D. Gambino, A. |. Tomaz, Dalton

Transactions 2013, 42 7131.

6.2 PERSPECTIVAS

6.2.1 COMPLEJOS METALICOS CON LIGANDOS BISFOSFONATO BIOACTIVOS FRENTE

A T. cruzi

A partir de los resultados obtenidos surgen nuevas alternativas en cuanto a estrategias
sintéticas que permitan obtener complejos que tengan la posibilidad de actuar por un
mecanismo de accién multiple, pero que no presenten los inconvenientes relacionados
con la biodisponibilidad que mostraron los complejos desarrollados (baja solubilidad).

En este sentido, se plantean las siguientes actividades futuras:

) Obtener compuestos metalicos con los ligandos bioactivos elegidos, pero
incluyendo en la esfera de coordinacién un coligando. Se seleccionaran
coligandos que contribuyan a incrementar la solubilidad y/o modular la
lipofilia, a efectos de mejorar la biodisponibilidad (por ejemplo, algun
aminodcido), o coligandos que permitan la unién del complejo a nuevos
blancos en el parasito, como por ejemplo coligandos de estructura planar
capaces de intercalar la doble hebra de ADN (1,10-fenantrolina y

derivados).
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1)

Utilizar ciclodextrinas como sistemas de inclusion de los compuestos
desarrollados. Las ciclodextrinas (CDs) han sido utilizadas y estudiadas en
guimica supramolecular para el desarrollo de sistemas “anfitrion-huésped”
con el fin de controlar la solubilidad y estabilidad (hasta inclusive la
liberacion modificada en el organismo). Se propone incluir estos
compuestos con el fin de estudiar el efecto de esta inclusidon sobre las
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los mismos. Es importante
destacar que existen escasos antecedentes en relacion a la inclusién de

compuestos inorganicos poco solubles y bioactivos en CDs.

6.2.1 COMPLEJOS RUTENIO-p-CIMENO CON TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE 5-

NITROFURANO

1)

Estudiar la importancia del centro organometalico utilizando los mismos
ligandos bioactivos y diferentes centros o cores, ya que los diferentes
centros pueden aportar nuevos blancos de accidn, nuevos modos de unién
a blancos ya descritos, asi como modificar propiedades relevantes para la
aplicaciéon bioldgica como la lipofilia. En este sentido, el grupo que integro
ya ha iniciado trabajos de desarrollo de nuevos complejos con otros centros
Rutenio-areno, en particular Ru-ciclopentadienilo, y otros cores como fac-

Re'(CO); y centros derivados del ferroceno .

También se encuentra en curso, la exploracién de la estrategia de
desarrollo de sistemas de inclusion de los complejos Ru-p-cimeno

obtenidos en ciclodextrinas.

6.2.3 CONSIDERACIONES FINALES

Con estas propuestas se pretende avanzar hacia el desarrollo de compuestos metélicos

con actividad contra T. cruzi que ameriten la realizacién de estudios in vivo. Todo el

conocimiento en Quimica Inorganica y en Quimica Medicinal generado incentivard a la

comunidad cientifica del adrea a desarrollar nuevos complejos seglin la estrategia
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planteada por el grupo que integro y, en particular, en este Trabajo de Tesis. Se espera
que el esfuerzo realizado conduzca, en un futuro, a algin compuesto metalico con

potencialidad para ser introducido en fases clinicas o incluso en el mercado

farmacéutico.
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Anexo |

Material suplementario de Capitulo 4



4.2.2.1.3 ESTUDIO DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Figura 2: Espectros infrarrojo de CuAle (azul), CoAle (rojo), NiAle (verde), MnAle (negro).

Figura 3: Espectros infrarrojo de CuPam (azul), CoPam (rojo), NiPam (verde), MnPam (negro).



[
Wavenumbers el L

Figura 4: Espectros infrarrojo de CuRis (azul), Colba (rojo), Nilba (verde), Mnlba (negro).

4.2.2.1.4 RESOLUCION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS OBTENIDAS MEDIANTE

DIFRACCION DE RAYOS X EN MONOCRISTAL

Tabla 1: Datos cristalograficos para CuRis

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected

Independent reflections

copper-risedronate

Cl14 H28 CuN2 018 P4

699.81

125(2) K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=7.6505(4) A o= 65.952(1)°.
b =8.5866(5) A B=84.968(1)°.
c=10.2793(6) A y =78.875(1)°.
605.04(6) A3

1

1.921 Mg/m3

1.260 mm'!

359

0.17x 0.11 x 0.05 mm3

2.17 to 28.27°.

-10<=h<=10, -11<=k<=11, -

13<=I<=13

8056

2990 [R(int) = 0.0198]




Completeness to theta = 28.27° 99.5 %

Absorption correction Empirical

Max. and min. transmission 0.9387 and 0.8116

Refinement method Full-matrix least-squares on
F?

Data / restraints / parameters 2990/0/210

Goodness-of-fit on F? 1.053

Final R indices [[>2sigma(I)] R1=0.0243, wR2 = 0.0629

R indices (all data) R1=0.0271, wR2 = 0.0647

Largest diff. peak and hole 0.504 and -0.291 e.A-3

Table 2. Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for Cu-Ris2. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Ul tensor.

X y zZ U(eq)
Cu 5000 5000 5000 8(1)
P(1) 2478(1) 2842(1) 4663(1) 8(1)
P(2) 4646(1) 4819(1) 2138(1) 8(1)
Oo(1) 3132(2) 1298(2) 4212(1) 12(1)
0(2) 646(2) 2782(2) 5316(1) 12(1)
0(3) 3859(2) 2976(2) 5580(1) 12(1)
04) 4551(2) 6668(2) 903(1) 11(1)
O(5) 5902(2) 4664(2) 3272(1) 10(1)
O(6) 5106(2) 3435(2) 1568(1) 11(1)
O(7) 2148(2) 6250(2) 3352(1) 10(1)
O(1W) 5219(2) 8(2) 1992(1) 16(1)
o(2wW) 1796(2) 8561(2) 5577(2) 16(1)
N(1) -2204(2) 8979(2) 433(2) 13(1)
C(1) 2423(2) 4784(2) 2975(2) 8(1)
C(2) 962(2) 4800(2) 2008(2) 12(1)
C(3) 121(2) 6556(2) 951(2) 10(1)
C4) 735(2) 7324(2) -447(2) 13(1)
C(5) -134(2) 8924(2) -1375(2) 15(1)
C(6) -1627(2) 9749(2) -907(2) 15(1)

C(7) -1391(2) 7435(2) 1354(2) 12(1)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for Cu-Ris2.

Cu-0(3)
Cu-O(3)#1
Cu-0(5)
Cu-O(5)#1
P(1)-0(2)
P(1)-0(3)
P(1)-O(1)#2
P(1)-O(1)
P(1)-C(1)
P(2)-0(6)#2
P(2)-0(6)
P(2)-0(5)
P(2)-0(4)
P(2)-C(1)
O(1)-H(10)
O(4)-H(4A)
O(7)-C(1)
O(7)-H(70)
O(1W)-H(1W)
O(1W)-H(2W)
O(2W)-H(3W)
O(2W)-H(4W)
N(1)-C(6)
N(-C(7)
N()-H(1)
C()-C2)
C(2)-CB)
C(2)-H(2B)
C(2)-H(2A)
C(3)-C(7)
C(3)-C(4)
C(H-CG)
C(4)-H4)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(6)-H(6)

1.9457(11)
1.9458(11)
1.9597(11)
1.9597(11)
1.5008(12)
1.5261(12)
1.5583(12)
1.5583(12)
1.8492(16)
1.5006(12)
1.5006(12)
1.5232(12)
1.5707(12)
1.8367(16)
0.73(3)
0.75(3)
1.4355(18)
0.79(3)
0.79(3)
0.79(3)
0.80(3)
0.77(3)
1.339(2)
1.343(2)
0.88(3)
1.554(2)
1.510(2)
0.9900
0.9900
1.383(2)
1.396(2)
1.390(2)
0.9500
1.381(3)
0.9500
0.9500



C(7)-H(7)

0(3)-Cu-O(3)#1
0(3)-Cu-0(5)
0(3)#1-Cu-0(5)
0(3)-Cu-O(5)#1
O(3)#1-Cu-O(5)#1
0(5)-Cu-O(5)#1
0(2)-P(1)-0(3)
0(2)-P(1)-O(1)#2
0(3)-P(1)-O(1)#2
0(2)-P(1)-O(1)
O(3)-P(1)-O(1)
O(2)-P(1)-C(1)
0(3)-P(1)-C(1)
O(1)#2-P(1)-C(1)
O(1)-P(1)-C(1)
0(6)#2-P(2)-0(5)
0(6)-P(2)-0(5)
0(6)#2-P(2)-0(4)
0(6)-P(2)-O(4)
O(5)-P(2)-0(4)
0(6)#2-P(2)-C(1)
0(6)-P(2)-C(1)
O(5)-P(2)-C(1)
O(4)-P(2)-C(1)
P(1)-O(1)-H(10)
P(1)-0(3)-Cu
P(2)-O(4)-H(4A)
P(2)-0(5)-Cu
C(1)-0(7)-H(70)
H(1W)-O(1W)-H(2W)
HGW)-02W)-H(4W)
C(6)-N(1)-C(7)
C(6)-N(1)-H(1)
C(7)-N(1)-H(1)
O(7)-C(1)-C(2)
O(7)-C(1)-P(2)

0.9500

180.000(1)
89.74(5)
90.26(5)
90.26(5)
89.74(5)

180.000(1)

114.19(7)
111.48(7)
111.03(7)
111.48(7)
111.03(7)
109.77(7)
105.49(7)
104.21(7)
104.21(7)
114.89(7)
114.89(7)
110.97(7)
110.97(7)
108.43(7)
110.72(7)
110.72(7)
105.60(7)
105.71(7)
116(2)
122.39(7)
110(2)
121.48(7)
116.8(18)
107(3)
110(3)
122.96(15)
120.9(16)
116.2(16)
114.66(13)
103.25(10)



C(2)-C(1)-P(2) 113.29(11)

0(7)-C(1)-P(1) 106.68(10)
C(2)-C(1)-P(1) 108.74(10)
P(2)-C(1)-P(1) 109.91(8)
C(3)-C(2)-C(1) 116.30(13)
C(3)-C(2)-H(2B) 108.2
C(1)-C(2)-H(2B) 108.2
C(3)-C(2)-H(2A) 108.2
C(1)-C(2)-H(2A) 108.2
H(2B)-C(2)-H(2A) 107.4
C(7)-C(3)-C(4) 117.34(15)
C(7)-C(3)-C(2) 118.87(15)
C(4)-C(3)-C(2) 123.73(15)
C(5)-C(4)-C(3) 120.65(16)
C(5)-C(4)-H(4) 119.7
C(3)-C(4)-H(4) 119.7
C(6)-C(5)-C(4) 119.37(16)
C(6)-C(5)-H(5) 120.3
C(4)-C(5)-H(5) 120.3
N(1)-C(6)-C(5) 118.97(16)
N(1)-C(6)-H(6) 120.5
C(5)-C(6)-H(6) 120.5
N(1)-C(7)-C(3) 120.70(15)
N(1)-C(7)-H(7) 119.7
C(3)-C(7)-H(7) 119.7

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x+1,-y+1,-z+1 #2x,y,z



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for Cu-Ris2. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... + 2 hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Cu 9(1) 9(1) 6(1) -3(1) 1(1) -3(1)
P(1) 8(1) 8(1) 8(1) -3(1) 1(1) 2(1)
P(2) 9(1) 8(1) 6(1) -3(1) 1(1) 2(1)
o(1) 15(1) 8(1) 15(1) -5(1) 5(1) -4(1)
0(2) 11(1) 13(1) 14(1) -6(1) 4(1) -4(1)
0(3) 16(1) 11(1) 9(1) -1(1) 2(1) -6(1)
0(4) 18(1) 9(1) 6(1) -3(1) 2(1) -4(1)
0(5) 9(1) 15(1) 9(1) -6(1) (1) 2(1)
0(6) 15(1) 10(1) 8(1) -4(1) 2(1) 2(1)
0(7) 10(1) 9(1) 13(1) -7(1) 4(1) 2(1)
o(1W)  22(1) 10(1) 12(1) -4(1) (1) (1)
0QwW)  13(1) 11(1) 23(1) -6(1) -3(1) 2(1)
N(1) 10(1) 14(1) 18(1) -8(1) 2(1) -1(1)
c(1) 9(1) 7(1) 8(1) -3(1) (1) -1(1)
CQ2) 13(1) 10(1) 13(1) 2(1) -5(1) 2(1)
C(3) 10(1) 10(1) 12(1) -4(1) -3(1) -4(1)
C(4) 10(1) 17(1) 13(1) -8(1) -1(1) -3(1)
C(5) 16(1) 18(1) 10(1) -3(1) -1(1) -7(1)
C(6) 16(1) 12(1) 15(1) 2(1) -6(1) -4(1)
C(7) 12(1) 13(1) 11(1) -5(1) (1) -5(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 3)

for Cu-Ris2.

X y z U(eq)
H(2B) 1491 4086 1475 15
H(2A) 7 4234 2629 15
H4) 1757 6747 =767 15
H(5) 294 9446 -2323 17
H(6) -2235 10846 -1526 18
H(7) -1859 6940 2292 14
H(1) -3140(30) 9490(30) 770(30) 25(6)
H(10) 2750(40) 510(40) 4620(30) 39(8)
H(70) 1260(30) 6400(30) 3780(30) 26(6)
H(4A) 4660(40) 6600(30) 190(30) 32(7)
H(IW) 5080(30) 870(40) 2130(30) 32(7)
H(Q2W) 5320(40) -770(40) 2740(30) 39(8)
H(3W) 2540(40) 7720(40) 5940(30) 27(7)
H(4W) 1080(40) 8340(30) 5230(30) 32(7)




Table 6. Torsion angles [°] for Cu-Ris2.

0(2)-P(1)-0(1)-O(1)#2 0.00(12)
C(1)-P(1)-0(1)-O(1)#2 0.00(14)
0(2)-P(1)-0(3)-Cu -114.67(8)
O(1)#2-P(1)-0(3)-Cu 118.25(8)
O(1)-P(1)-0(3)-Cu 118.25(8)
C(1)-P(1)-0(3)-Cu 5.95(10)
0(5)-Cu-0(3)-P(1) -58.58(9)
O(5)#1-Cu-0(3)-P(1) 121.42(9)
0(6)#2-P(2)-0(5)-Cu -136.26(7)
0(6)-P(2)-0(5)-Cu -136.26(7)
0(4)-P(2)-0(5)-Cu 98.97(8)
C(1)-P(2)-0(5)-Cu -13.95(10)
0(3)-Cu-0(5)-P(2) 64.17(8)
0(3)#1-Cu-0(5)-P(2) -115.83(8)
0(5)-P(2)-0(6)-O(6)#2 0.00(15)
0(4)-P(2)-0(6)-O(6)#2 0.00(14)
C(1)-P(2)-0(6)-0(6)#2 0.00(12)
0(6)#2-P(2)-C(1)-0(7) -175.61(9)
0(6)-P(2)-C(1)-0(7) -175.61(9)
0(5)-P(2)-C(1)-0(7) 59.45(11)
0(4)-P(2)-C(1)-0(7) -55.36(11)
0(6)#2-P(2)-C(1)-C(2) -51.00(13)
0(6)-P(2)-C(1)-C(2) -51.00(13)
0(5)-P(2)-C(1)-C(2) -175.94(10)
0(4)-P(2)-C(1)-C(2) 69.26(12)
0(6)#2-P(2)-C(1)-P(1) 70.87(9)
0(6)-P(2)-C(1)-P(1) 70.87(9)
0(5)-P(2)-C(1)-P(1) -54.07(9)
0(4)-P(2)-C(1)-P(1) -168.87(7)
0(2)-P(1)-C(1)-0(7) 70.85(11)
0(3)-P(1)-C(1)-0(7) -52.62(11)
O(1)#2-P(1)-C(1)-0(7) -169.64(10)
0(1)-P(1)-C(1)-0(7) -169.64(10)
0(2)-P(1)-C(1)-C(2) -53.31(12)
0(3)-P(1)-C(1)-C(2) -176.78(10)

O(1)#2-P(1)-C(1)-C(2) 66.19(12)



O(1)-P(1)-C(1)-C(2)
0(2)-P(1)-C(1)-P(2)
0(3)-P(1)-C(1)-P(2)

O(1)#2-P(1)-C(1)-P(2)

O(1)-P(1)-C(1)-P(2)
O(7)-C(1)-C(2)-C(3)
P(2)-C(1)-C(2)-C(3)
P(1)-C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-C3)-C(7)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(7)-C(3)-C(4)-C(5)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(H-C(5)-C(6)
C(7)-N(1)-C(6)-C(5)
C(4)-C(5)-C(6)-N(1)
C(6)-N(1)-C(7)-C(3)
C(4)-C(3)-C(7)-N(1)
C(2)-C(3)-C(7)-N(1)

66.19(12)
-177.85(7)
58.68(9)
-58.35(9)
-58.35(9)
33.42)
-84.76(16)
152.72(12)
-90.80(18)
92.21(19)
1.2(2)
178.22(15)
-0.5(2)
0.3(2)
0.3(2)
0.4(2)
-1.2(2)

-178.34(15)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x+1,-y+1,-z+1 #2x,y,z



Table 7. Hydrogen bonds for Cu-Ris2 [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(1)-H(1)...0(1W)#3 0.88(3) 1.83(3) 2.676(2) 162(2)
O(1)-H(10)...0(2W)#4 0.73(3) 1.82(3) 2.5544(18) 178(3)
0(7)-H(70)...0(2)#5 0.79(3) 1.84(3) 2.6197(17) 167(3)
0(4)-H(4A)...0(6)#6 0.75(3) 1.81(3) 2.5663(17) 177(3)
O(1W)-H(1W)...O(6)#2 0.79(3) 2.043) 2.7782(18) 155(3)
O(1W)-H(1W)...O(1)#2 0.79(3) 2.61(3) 3.1174(18) 123(2)
O(1W)-HQW)...0(3)#7 0.79(3) 2.003) 2.7734(18) 165(3)
O(2W)-HBW)...0(5)#1 0.80(3) 2.03(3) 2.8252(18) 169(2)
OQ2W)-H(4W)...0(2)#5 0.77(3) 2.01(3) 2.7669(18) 166(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x+1,-y+1,-z+1 #2x,y,z #3 x-l,y+1,z

#4 x,y-1,z

#5 -x,-yt+1,-z+1 #6 -x+1,-y+1,-z #7 -x+1,-y,-z+1



Tabla 2: Datos cristalograficos para NiRis

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 28.28°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CI14 H28 N2 Ni O18 P4

694.95

125(2) K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=6.6792(3) A a=97.695(1)°.
b=9.6383(4) A B=93.744(1)°.
c=9.7242(5) A Y =99.829(1)°.
608.77(5) A3

1

1.896 Mg/m3

1.152 mm’!

358

0.24 x 0.20 x 0.15 mm?3

2.12 to 28.28°.

-8<=h<=8, -12<=k<=12, -

12<=I<=12

8010

3001 [R(int) = 0.0139]

99.5 %

Empirical

0.8352 and 0.7678

Full-matrix least-squares on

F2

3001/0/208

1.089

R1=0.0265, wR2 =0.0705

R1=0.0274, wR2 =0.0711

0.951 and -0.409 e.A-




Table 2. Atomic coordinates ( x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for Ni-RIS2. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized UV tensor.

X y z U(eq)
Ni(1) 0 0 10000 10(1)
P(1) 589(1) 3077(1) 9018(1) 11(1)
P(2) 3642(1) 1099(1) 8098(1) 12(1)
P(11) -102(12) 2541(8) 8042(8) 15(2)
O(1) -850(2) 1718(1) 9211(1) 14(1)
0(2) 1838(2) 3870(1) 10338(1) 18(1)
0(3) -671(2) 4037(1) 8278(1) 17(1)
04) 2134(2) -55(1) 8595(1) 14(1)
O(5) 5311(2) 1802(1) 9312(1) 17(1)
0O(6) 4516(2) 624(1) 6774(1) 18(1)
O(7) 1079(2) 2067(1) 6404(1) 17(1)
0O(8) -2075(2) -1338(1) 8520(1) 19(1)
O(1S) 2110(2) 270(2) 3939(1) 21(1)
N 2667(2) 7396(2) 7392(2) 19(1)
C() 2300(2) 2556(2) 7716(2) 14(1)
C(2) 3996(2) 3796(2) 7502(2) 14(1)
C@3) 3289(2) 5039(2) 6962(2) 14(1)
C4) 2715(3) 5025(2) 5555(2) 16(1)
C(5) 2124(3) 6209(2) 5088(2) 20(1)
C(6) 2108(3) 7395(2) 6043(2) 21(1)

C(7) 3264(3) 6273(2) 7867(2) 17(1)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for Ni-RIS2.

Ni(1)-0(4) 2.0405(11)
Ni(1)-O(4)#1 2.0405(11)
Ni(1)-O(1)#1 2.0629(11)
Ni(1)-0(1) 2.0630(11)
Ni(1)-O(8) 2.0707(13)
Ni(1)-0(8)#1 2.0707(13)
P(1)-0(2) 1.5195(13)
P(1)-O(1) 1.5286(12)
P(1)-0(3) 1.5643(12)
P(1)-C(1) 1.8370(17)
P(2)-0(6) 1.4959(12)
P(2)-0(4) 1.5200(12)
P(2)-0(5) 1.5660(13)
P(2)-C(1) 1.8548(17)
P(11)-0(1) 1.534(8)
P(11)-0(3) 1.545(8)
P(11)-C(1) 1.654(8)
P(11)-0(7) 1.860(8)
0(3)-H(6) 0.78(3)
0(5)-H(5) 0.78(3)
0(7)-C(1) 1.4443(19)
0(7)-H(7A) 0.8400
0(8)-H(1) 0.80(3)
0(8)-H(2) 0.78(3)
O(1S)-H(1W) 0.77(3)
O(1S)-H2W) 0.80(3)
N-C(6) 1.340(2)
N-C(7) 1.342(2)
N-H(0) 0.8800
C(1)-C(2) 1.546(2)
C(2)-C(3) 1.504(2)
C(2)-H(2B) 0.9900
C(2)-H(2C) 0.9900
C(3)-C(7) 1.385(2)
C(3)-C(4) 1.395(2)

C(4)-C(5) 1.390(2)



C(4)-H(4A)
C(5)-C(6)

C(5)-H(5B)
C(6)-H(6B)
C(7)-H(7B)

O(4)-Ni(1)-O(4)#1
0(4)-Ni(1)-O(1)#1
O(4)#1-Ni(1)-O(1)#1
0(4)-Ni(1)-O(1)
O(4)#1-Ni(1)-0(1)
O(1)#1-Ni(1)-0(1)
O(4)-Ni(1)-0(8)
O(4)#1-Ni(1)-0(8)
O(1)#1-Ni(1)-O(8)
O(1)-Ni(1)-0(8)
O(4)-Ni(1)-O(8)#1
O(4)#1-Ni(1)-O(8)#1
O(1)#1-Ni(1)-O(8)#1
O(1)-Ni(1)-O(8)#1
O(8)-Ni(1)-O(8)#1
0(2)-P(1)-O(1)
0(2)-P(1)-0(3)
O(1)-P(1)-0(3)
0(2)-P(1)-C(1)
O(1)-P(1)-C(1)
O0(3)-P(1)-C(1)
0(6)-P(2)-O(4)
0(6)-P(2)-0(5)
O(4)-P(2)-0(5)
0(6)-P(2)-C(1)
O(4)-P(2)-C(1)
O(5)-P(2)-C(1)
0(1)-P(11)-0(3)
O(1)-P(11)-C(1)
0(3)-P(11)-C(1)
O(1)-P(11)-0(7)
0(3)-P(11)-0(7)

0.9500
1.375(3)
0.9500
0.9500
0.9500

180.00(4)
90.82(4)
89.18(4)
89.18(4)
90.82(4)

180.00(6)
88.31(5)
91.69(5)
91.15(5)
88.85(5)
91.69(5)
88.31(5)
88.85(5)
91.15(5)

179.999(1)

114.76(7)
112.69(7)
108.51(7)
109.77(7)
106.75(7)
103.61(7)
114.25(7)
113.19(7)
109.72(7)
105.45(7)
108.83(7)
104.79(7)

109.3(5)

116.2(5)

113.7(5)

134.1(5)

116.4(4)



C(1)-P(11)-0(7)
P(1)-O(1)-P(11)
P(1)-O(1)-Ni(1)
P(11)-0(1)-Ni(1)
P(11)-0(3)-P(1)
P(11)-0(3)-H(6)
P(1)-O(3)-H(6)
P(2)-O(4)-Ni(1)
P(2)-0(5)-H(5)
C(1)-0(7)-P(11)
C(1)-0(7)-H(7A)
P(11)-0(7)-H(7A)
Ni(1)-O(8)-H(1)
Ni(1)-0(8)-H(2)
H(1)-0(8)-H(2)
H(1W)-O(1S)-H2W)
C(6)-N-C(7)
C(6)-N-H(0)
C(7)-N-H(0)
0(7)-C(1)-C(2)
0(7)-C(1)-P(11)
C(2)-C(1)-P(11)
O(7)-C(1)-P(1)
C(2)-C(1)-P(1)
P(11)-C(1)-P(1)
O(7)-C(1)-P(2)
C(2)-C(1)-P(2)
P(11)-C(1)-P(2)
P(1)-C(1)-P(2)
C(3)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-H(2B)
C(1)-C(2)-H(2B)
C(3)-C(2)-H(2C)
C(1)-C(2)-H(2C)
H(2B)-C(2)-H(2C)
C(7)-C(3)-C(4)
C(7)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)

48.1(2)
40.2(3)
125.70(7)
132.9(3)
39.6(3)
146.5(19)
111.9(19)
132.87(7)
116(2)
58.5(2)
109.5
73.6
1112)
117(2)
106(3)
101(3)
122.55(15)
118.7
118.7
107.98(13)
73.4(3)
130.7(3)
107.61(11)
113.22(11)
34.6(3)
107.13(10)
105.49(11)
121.5(3)
115.08(9)
116.03(13)
108.3
108.3
108.3
108.3
107.4
117.64(15)
119.93(15)
122.39(15)



C(5)-C(4)-C(3)
C(5)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4A)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-H(5B)
C(4)-C(5)-H(5B)
N-C(6)-C(5)
N-C(6)-H(6B)
C(5)-C(6)-H(6B)
N-C(7)-C(3)
N-C(7)-H(7B)
C(3)-C(7)-H(7B)

120.81(16)
119.6
119.6

118.68(16)
120.7
120.7

119.94(16)
120.0
120.0

120.37(16)
119.8
119.8

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y,-z+2



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for Ni-RIS2. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... +2hk a* b* U!?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Ni(1) 12(1) 9(1) 11(1) 3(1) 1(1) 2(1)
P(1) 11(1) 10(1) 11(1) 3(1) 1(1) 3(1)
P(2) 12(1) 11(1) 15(1) 4(1) 2(1) 4(1)
o(1) 12(1) 13(1) 18(1) 6(1) 3(1) 4(1)
0(2) 20(1) 16(1) 17(1) 0(1) 0(1) 5(1)
0@3) 19(1) 15(1) 20(1) 6(1) 2(1) 8(1)
0(4) 16(1) 11(1) 17(1) 4(1) 5(1) 4(1)
0(5) 13(1) 20(1) 18(1) -1(1) 1(1) 4(1)
0(6) 19(1) 19(1) 16(1) 4(1) 4(1) 5(1)
0(7) 19(1) 18(1) 14(1) 3(1) -1(1) 2(1)
0(8) 24(1) 16(1) 14(1) 4(1) 2(1) (1)
0(1S) 22(1) 27(1) 15(1) 1(1) 2(1) 8(1)
N 23(1) 12(1) 22(1) 2(1) 4(1) 3(1)
c(1) 14(1) 14(1) 15(1) 3(1) 1(1) 3(1)
CQ2) 13(1) 12(1) 19(1) 5(1) 2(1) 2(1)
C(3) 13(1) 12(1) 18(1) 5(1) 3(1) 1(1)
C(4) 17(1) 15(1) 17(1) 2(1) 3(1) 1(1)
C(5) 20(1) 21(1) 18(1) 8(1) (1) 2(1)
C(6) 22(1) 16(1) 27(1) 9(1) 2(1) 4(1)
C(7) 20(1) 14(1) 17(1) 4(1) 2(1) 1(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 3)

for Ni-RIS2.

X y zZ U(eq)
H(7A) 192 1359 6486 26
H(0) 2642 8163 7989 23
H(2B) 4818 4150 8404 17
H(2C) 4909 3416 6843 17
H(4A) 2728 4197 4908 20
H(5B) 1739 6198 4128 24
H(6B) 1702 8213 5747 25
H(7B) 3671 6325 8830 20
H(1) -1980(40) -2150(30) 8530(30) 36(7)
H(2) -2020(40) -1210(30) 7740(30) 31(7)
H(5) 6430(50) 1730(30) 9190(30) 4709)
H(6) -980(40) 4620(30) 8810(30) 26(6)
H(IW) 2390(50) 730(30) 4660(30) 45(8)
H(Q2W) 3190(50) 60(30) 3780(30) 33(7)




Table 6. Torsion angles [°] for Ni-RIS2.

0(2)-P(1)-0(1)-P(11) -174.2(4)
0(3)-P(1)-0(1)-P(11) 58.7(4)
C(1)-P(1)-O(1)-P(11) -52.4(4)
0(2)-P(1)-0(1)-Ni(1) -57.59(10)
0(3)-P(1)-0(1)-Ni(1) 175.37(8)
C(1)-P(1)-O(1)-Ni(1) 64.26(10)
0(3)-P(11)-O(1)-P(1) -60.4(4)
C(1)-P(11)-O(1)-P(1) 69.9(5)
0(7)-P(11)-O(1)-P(1) 125.9(9)
0(3)-P(11)-O(1)-Ni(1) -158.2(2)
C(1)-P(11)-O(1)-Ni(1) -27.9(7)
0(7)-P(11)-O(1)-Ni(1) 28.1(9)
0(4)-Ni(1)-O(1)-P(1) -51.86(9)
O(4)#1-Ni(1)-0(1)-P(1) 128.14(9)
0(8)-Ni(1)-O(1)-P(1) -140.18(9)
O(8)#1-Ni(1)-O(1)-P(1) 39.82(9)
0(4)-Ni(1)-0(1)-P(11) 0.2(4)
0(8)-Ni(1)-O(1)-P(11) -88.2(4)
O(8)#1-Ni(1)-O(1)-P(11) 91.8(4)
0(1)-P(11)-0(3)-P(1) 59.4(4)
C(1)-P(11)-0(3)-P(1) -72.2(5)
0(7)-P(11)-0(3)-P(1) -125.6(7)
0(2)-P(1)-0(3)-P(11) 172.5(5)
0(1)-P(1)-0(3)-P(11) -59.3(5)
C(1)-P(1)-0(3)-P(11) 53.9(5)
0(6)-P(2)-0(4)-Ni(1) -163.72(9)
0(5)-P(2)-0(4)-Ni(1) 67.95(11)
C(1)-P(2)-O(4)-Ni(1) -46.18(12)
O(1)#1-Ni(1)-O(4)-P(2) -137.23(10)
O(1)-Ni(1)-O(4)-P(2) 42.77(10)
0(8)-Ni(1)-O(4)-P(2) 131.64(10)
O(8)#1-Ni(1)-0(4)-P(2) -48.35(10)
O(1)-P(11)-0(7)-C(1) -87.6(7)
0(3)-P(11)-0(7)-C(1) 99.1(5)
P(11)-0(7)-C(1)-C(2) -128.2(3)

P(11)-0(7)-C(1)-P(1) -5.7(3)



P(11)-0(7)-C(1)-P(2)
O(1)-P(11)-C(1)-0(7)
0(3)-P(11)-C(1)-0(7)
O(1)-P(11)-C(1)-C(2)
0(3)-P(11)-C(1)-C(2)
0(7)-P(11)-C(1)-C(2)
O(1)-P(11)-C(1)-P(1)
0(3)-P(11)-C(1)-P(1)
0(7)-P(11)-C(1)-P(1)
O(1)-P(11)-C(1)-P(2)
0(3)-P(11)-C(1)-P(2)
0(7)-P(11)-C(1)-P(2)
0(2)-P(1)-C(1)-0(7)
O(1)-P(1)-C(1)-0(7)
0(3)-P(1)-C(1)-0(7)
0(2)-P(1)-C(1)-C(2)
O(1)-P(1)-C(1)-C(2)
0(3)-P(1)-C(1)-C(2)
0(2)-P(1)-C(1)-P(11)
O(1)-P(1)-C(1)-P(11)
0(3)-P(1)-C(1)-P(11)
0(2)-P(1)-C(1)-P(2)
O(1)-P(1)-C(1)-P(2)
O(3)-P(1)-C(1)-P(2)
0(6)-P(2)-C(1)-O(7)
O(4)-P(2)-C(1)-O(7)
O(5)-P(2)-C(1)-O(7)
0(6)-P(2)-C(1)-C(2)
O(4)-P(2)-C(1)-C(2)
0(5)-P(2)-C(1)-C(2)
0(6)-P(2)-C(1)-P(11)
0(4)-P(2)-C(1)-P(11)
0(5)-P(2)-C(1)-P(11)
0(6)-P(2)-C(1)-P(1)
O(4)-P(2)-C(1)-P(1)
O(5)-P(2)-C(1)-P(1)
O(7)-C(1)-C(2)-C(3)
P(11)-C(1)-C(2)-C(3)

118.6(3)
126.9(5)
-104.9(5)
-133.4(4)
5.2(7)
99.7(3)
-62.7(4)
65.5(4)
170.4(5)
26.6(6)
154.8(3)
-100.3(2)

-168.80(10)

66.24(11)
-48.22(12)
-49.55(13)

-174.51(11)

71.02(12)
-178.4(5)
56.6(5)
-57.8(5)
71.89(10)
-53.07(10)
-167.54(8)
47.10(12)
-75.88(11)
166.81(10)
-67.77(12)
169.24(10)
51.94(12)
127.8(3)
4.9(3)
-112.5(3)
166.68(9)
43.70(11)
-73.61(10)
56.77(18)
-26.6(4)



P(1)-C(1)-C(2)-C(3) -62.26(17)

P(2)-C(1)-C(2)-C(3) 171.05(12)
C(1)-C(2)-C(3)-C(7) 102.15(18)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -80.3(2)
C(7)-C(3)-C(4)-C(5) -0.5(2)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -178.16(15)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6) -0.3(3)
C(7)-N-C(6)-C(5) 0.3(3)
C(4)-C(5)-C(6)-N 0.4(3)
C(6)-N-C(7)-C(3) -1.1(3)
C(4)-C(3)-C(7)-N 1.2(2)
C(2)-C(3)-C(7)-N 178.90(15)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y,-z+2



Table 7. Hydrogen bonds for Ni-RIS2 [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
O(7)-H(7A)...0(1S)#2 0.84 1.98 2.7913(19) 162.2
N-H(0)...0(4)#3 0.88 1.83 2.6666(19) 157.0
0(8)-H(1)...0(2)#1 0.80(3) 2.12(3) 2.8363(18) 150(3)
0(8)-H(2)...0(18)#2 0.78(3) 1.98(3) 2.7272(19) 160(3)
0(5)-H(5)...0(1)#4 0.78(3) 1.82(3) 2.5867(17) 170(3)
0(3)-H(6)...0(2)#5 0.78(3) 1.77(3) 2.5372(17) 167(3)
O(1S)-H(1W)...0(7) 0.77(3) 2.30(3) 2.9556(19) 143(3)
O(18)-H(1W)...O(6) 0.77(3) 2.44(3) 3.0470(18) 136(3)
O(1S)-HQ2W)...O(6)#6 0.80(3) 1.85(3) 2.6475(19) 172(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -X,-y,-z+2 #2 -x,-y,-z+1 #3x,y+1,z #4x+1)y,z

#5 -x,-y+1,-z+2  #6 -x+1,-y,-z+1



Tabla 3: Datos cristalograficos para CuAle

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 28.28°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C16 H48 Cu2 N4 032 P8

1183.42

120(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P2,/c

a=12.5975(14) A a=90°.

b=13.3951(15) A p=
110.9340(10)°.

c=12.5109(14) A ¥ =90°.

1971.8(4) A3

2

1.993 Mg/m3

1.519 mm’!

1212

0.12 x 0.06 x 0.06 mm3

1.73 to 28.28°.

-16<=h<=16, -17<=k<=17, -

16<=1<=16

25168

4885 [R(int) = 0.0615]

99.9 %

Empirical

0.9144 and 0.8388

Full-matrix least-squares on

F2

4885/0/281

1.052

R1=0.0490, wR2 =0.1294

R1=0.0625, wR2 =0.1397

1.568 and -1.207 e.A




Table 2. Atomic coordinates ( x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for CuAle. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Ul tensor.

X y z U(eq)
Cu 1958(1) 9537(1) -300(1) 9(1)
P(2) 4028(1) 10996(1) 1142(1) 9(1)
P(52) 410(1) 9140(1) 1594(1) 9(1)
P(1) 4276(1) 8811(1) 1756(1) 10(1)
P(51) 138(1) 7807(1) -506(1) 10(1)
O(6) 5050(2) 11058(2) 782(2) 12(1)
0(2) 5298(2) 8710(2) 1330(2) 14(1)
O(55) -786(2) 9516(2) 1287(2) 12(1)
0(3) 3154(2) 8633(2) 778(2) 13(1)
O(56) 1210(2) 9763(2) 1201(2) 12(1)
04) 3409(2) 10127(2) 2780(2) 12(1)
O(5) 3803(2) 12022(2) 1622(2) 12(1)
O(57) 1000(2) 9028(2) 2928(2) 13(1)
0(52) -1013(2) 8351(2) -1126(2) 13(1)
o(7) 2938(2) 10693(2) 204(2) 14(1)
O(53) 1100(2) 8301(2) -746(2) 12(1)
O(1) 4460(2) 8107(2) 2748(2) 14(1)
C() 4300(3) 10083(3) 2310(3) 10(1)
O(s1) -57(2) 6728(2) -881(2) 16(1)
C(2) 5444(3) 10220(3) 3311(3) 13(1)
N(1) 6850(3) 11998(2) 5815(3) 15(1)
C@3) 5516(3) 11103(3) 4112(3) 14(1)
C4) 6708(3) 11146(3) 5006(3) 14(1)
O(1W) 2623(3) 9342(3) -1769(3) 31(1)
O(54) 1598(2) 7501(2) 1594(2) 13(1)
C(52) 435(3) 7863(3) 1041(3) 11(1)
C(53) -331(3) 7140(3) 1411(3) 14(1)
N(52) -2308(3) 8113(3) 2029(3) 25(1)
C(55) -2425(3) 7182(3) 1314(3) 21(1)
C(54) -1610(3) 7196(3) 668(3) 16(1)

0(2W) 8727(6) 10105(5) 4098(6) 97(2)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for CuAle.

Cu-0(7) 1.940(3)
Cu-0(53) 1.947(3)
Cu-0(55)#1 2.003(2)
Cu-0(3) 2.025(2)
Cu-O(1W) 2.290(3)
Cu-0(56) 2.402(2)
P(2)-0(7) 1.509(3)
P(2)-0O(6) 1.512(3)
P(2)-0(5) 1.565(3)
P(2)-C(1) 1.841(3)
P(52)-0(55) 1.502(3)
P(52)-0(56) 1.520(3)
P(52)-0(57) 1.572(3)
P(52)-C(52) 1.849(4)
P(1)-O(1) 1.509(3)
P(1)-0(3) 1.522(3)
P(1)-0(2) 1.566(3)
P(1)-C(1) 1.836(4)
P(51)-0(53) 1.502(2)
P(51)-0(51) 1.513(3)
P(51)-0(52) 1.560(3)
P(51)-C(52) 1.837(3)
0(2)-H(2) 0.8400

0(55)-Cu#1 2.003(2)
O(4)-C(1) 1.442(4)
O(4)-H(4) 0.8400

0(5)-H(5) 0.8400

O(57)-H(57) 0.8400

0(52)-H(52) 0.8400

C(1)-C(2) 1.546(5)
C(2)-C(3) 1.532(5)
C(2)-H(2A) 0.9900

C(2)-H(2B) 0.9900

N(1)-C(4) 1.493(5)
N(1)-H(1A) 0.8800

N(1)-H(1B) 0.8800



C(3)-C(4)
C(3)-H(3A)
C(3)-H(3B)
C(4)-H(4A)
C(4)-H(4B)
O(1W)-H(1W)
O(1W)-H(2W)
0(54)-C(52)
0(54)-H(54)
C(52)-C(53)
C(53)-C(54)
C(53)-H(53A)
C(53)-H(53B)
N(52)-C(55)
N(52)-H(52A)
N(52)-H(52B)
C(55)-C(54)
C(55)-H(55A)
C(55)-H(55B)
C(54)-H(54A)
C(54)-H(54B)

0(7)-Cu-0(53)
0(7)-Cu-O(55)#1
0(53)-Cu-O(55)#1
0(7)-Cu-0(3)
0(53)-Cu-0(3)
O(55)#1-Cu-0(3)
0(7)-Cu-O(1W)
0(53)-Cu-O(1W)
O(55)#1-Cu-O(1W)
0(3)-Cu-O(1W)
0(7)-Cu-0(56)
0(53)-Cu-0(56)
O(55)#1-Cu-0(56)
0(3)-Cu-0(56)
O(1W)-Cu-0(56)
0(7)-P(2)-0(6)

1.519(5)
0.9900
0.9900
0.9900
0.9900

0.69(7)
0.69(7)

1.461(4)
0.8400

1.550(5)

1.548(5)
0.9900
0.9900

1.511(6)
0.8800
0.8800

1.517(5)
0.9900
0.9900
0.9900
0.9900

174.74(11)
86.44(11)
98.64(10)
91.47(10)
83.53(10)

176.57(10)
88.81(13)
89.89(12)
88.73(12)
93.94(12)
91.52(10)
89.93(9)
89.59(9)
87.75(9)

178.27(11)

114.72(15)



O(7)-P(2)-0(5)
0(6)-P(2)-0(5)
O(7)-P(2)-C(1)
0(6)-P(2)-C(1)
0(5)-P(2)-C(1)
0(55)-P(52)-0(56)
0(55)-P(52)-0(57)
0(56)-P(52)-0(57)
0(55)-P(52)-C(52)
0(56)-P(52)-C(52)
0(57)-P(52)-C(52)
O(1)-P(1)-0(3)
O(1)-P(1)-0(2)
0(3)-P(1)-0(2)
O(1)-P(1)-C(1)
0(3)-P(1)-C(1)
0(2)-P(1)-C(1)
0(53)-P(51)-0(51)
0(53)-P(51)-0(52)
O(51)-P(51)-0(52)
0(53)-P(51)-C(52)
O(51)-P(51)-C(52)
0(52)-P(51)-C(52)
P(1)-0(2)-H(2)
P(52)-0(55)-Cu#1
P(1)-0(3)-Cu
P(52)-0(56)-Cu
C(1)-O(4)-H(4)
P(2)-0(5)-H(5)
P(52)-0(57)-H(57)
P(51)-0(52)-H(52)
P(2)-0(7)-Cu
P(51)-0(53)-Cu
O(4)-C(1)-C(2)
O(4)-C(1)-P(1)
C(2)-C(1)-P(1)
O(4)-C(1)-P(2)
C(2)-C(1)-P(2)

107.19(15)
110.89(14)
107.37(15)
109.63(15)
106.67(15)
116.92(14)
110.75(14)
106.18(14)
111.37(15)
106.56(15)
104.15(15)
112.90(15)
108.81(14)
110.71(14)
106.99(15)
109.53(15)
107.71(15)
114.35(15)
111.58(14)
105.86(15)
108.52(15)
108.36(15)
107.94(15)
109.5
145.24(16)
134.24(15)
132.38(15)
109.5
109.5
109.5
109.5
139.82(16)
136.25(16)
107.5(3)
106.4(2)
107.5(2)
110.2(2)
114.8(2)



P(1)-C(1)-P(2)
C(3)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-H(2A)
C(1)-C(2)-H(2A)
C(3)-C(2)-H(2B)
C(1)-C(2)-H(2B)
H(2A)-C(2)-H(2B)
C(4)-N(1)-H(1A)
C(4)-N(1)-H(1B)
H(1A)-N(1)-H(1B)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3A)
C(2)-C(3)-H(3A)
C(4)-C(3)-H(3B)
C(2)-C(3)-H(3B)
H(3A)-C(3)-H(3B)
N(1)-C(4)-C(3)
N(1)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4A)
N(1)-C(4)-H(4B)
C(3)-C(4)-H(4B)
H(4A)-C(4)-H(4B)
Cu-O(1W)-H(1W)
Cu-O(1W)-HQ2W)
H(1W)-O(1W)-H(2W)
C(52)-0(54)-H(54)
0(54)-C(52)-C(53)
0(54)-C(52)-P(51)
C(53)-C(52)-P(51)
0(54)-C(52)-P(52)
C(53)-C(52)-P(52)
P(51)-C(52)-P(52)
C(54)-C(53)-C(52)
C(54)-C(53)-H(53A)
C(52)-C(53)-H(53A)
C(54)-C(53)-H(53B)
C(52)-C(53)-H(53B)
H(53A)-C(53)-H(53B)

110.10(17)
116.2(3)
108.2
108.2
108.2
108.2
107.4
120.0
120.0
120.0
108.9(3)
109.9
109.9
109.9
109.9
108.3
112.13)
109.2
109.2
109.2
109.2
107.9

123(6)

109(6)

102(8)
109.5
106.1(3)
106.1(2)
112.0(2)
106.2(2)
111.8(2)

114.06(18)
114.6(3)
108.6
108.6
108.6
108.6
107.6



C(55)-N(52)-H(52A) 120.0

C(55)-N(52)-H(52B) 120.0
H(52A)-N(52)-H(52B) 120.0
N(52)-C(55)-C(54) 111.4(3)
N(52)-C(55)-H(55A) 109.4
C(54)-C(55)-H(55A) 109.4
N(52)-C(55)-H(55B) 109.4
C(54)-C(55)-H(55B) 109.4
H(55A)-C(55)-H(55B) 108.0
C(55)-C(54)-C(53) 115.9(3)
C(55)-C(54)-H(54A) 108.3
C(53)-C(54)-H(54A) 108.3
C(55)-C(54)-H(54B) 108.3
C(53)-C(54)-H(54B) 108.3
H(54A)-C(54)-H(54B) 107.4

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+2,-z



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for CuAle. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... + 2 hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Cu 6(1) 11(1) 9(1) 1(1) 2(1) 0(1)
P(2) 6(1) 11(1) 9(1) 1(1) 2(1) -1(1)
P(52) 6(1) 12(1) 8(1) 1(1) 2(1) (1)
P(1) 8(1) 12(1) 10(1) 2(1) 4(1) 2(1)
P(51) 9(1) 12(1) 10(1) 0(1) 4(1) -1(1)
0(6) 9(1) 18(1) 11(1) -1(1) 5(1) 0(1)
0(2) 10(1) 18(1) 15(1) 3(1) 7(1) 3(1)
0(55) 7(1) 17(1) 11(1) 3(1) 3(1) 2(1)
0(3) 9(1) 12(1) 15(1) (1) 3(1) 2(1)
0(56) 10(1) 15(1) 12(1) 1(1) 5(1) 2(1)
0(4) 5(1) 18(1) 12(1) (1) 4(1) (1)
0(5) 8(1) 14(1) 12(1) -1(1) 1(1) 0(1)
0(57) 10(1) 18(1) 11(1) 2(1) 3(1) 2(1)
0(52) 9(1) 16(1) 14(1) (1) 2(1) 0(1)
0(7) 9(1) 13(1) 14(1) 3(1) 2(1) 3(1)
0(53) 10(1) 15(1) 11(1) 0(1) 4(1) 2(1)
o(1) 15(1) 14(1) 13(1) 4(1) 6(1) 4(1)
c(1) 7(1) 13(2) 8(2) 1(1) 2(1) 1(1)
0(51) 22(1) 12(1) 22(1) -3(1) 15(1) -3(1)
CQ2) 9(2) 18(2) 11(2) 2(1) 2(1) 2(1)
N(1) 9(1) 212) 11(1) 2(1) (1) -3(1)
C(3) 9(2) 18(2) 13(2) -1(1) 0(1) -1(1)
C(4) 12(2) 212) 9(2) (1) 3(1) 1(1)
o(1W)  12(1) 63(3) 18(2) 3(2) 6(1) 2(2)
0(54) 7(1) 18(1) 15(1) 5(1) 4(1) 3(1)
C(52) 9(2) 13(2) 9(2) 1(1) 1(1) 1(1)
C(53) 10(2) 16(2) 17(2) 2(1) 5(1) -1(1)
N(52) 17(2) 36(2) 26(2) 2(2) 11(2) 4(2)
C(55) 12(2) 30(2) 20(2) 7(2) 5(2) 2(2)

C(54) 10(2) 23(2) 16(2) 1(1) 5(1) 2(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 %)

for CuAle.
X y zZ U(eq)

H(2) 5202 9099 777 20
H(4) 2776 10054 2252 18
H(5) 4397 12211 2148 18
H(57) 632 8622 3171 20
H(52) -966 8946 -898 20
H(2A) 5608 9601 3773 16
H(2B) 6050 10298 2986 16
H(1A) 6276 12401 5738 18
H(1B) 7507 12096 6370 18
H(3A) 5344 11732 3669 17
H(3B) 4953 11019 4491 17
H(4A) 6871 10513 5443 17
H(4B) 7264 11215 4617 17
H(1W) 2360(60) 9050(50) -2240(60) 46
H(Q2W) 3160(60) 9140(50) -1560(60) 46
H(54) 2046 7873 1417 20
H(53A) -63 6448 1384 17
H(53B) -238 7286 2214 17
H(52A) -1812 8575 2030 30
H(52B) -2737 8193 2445 30
H(55A) -3214 7131 762 25
H(55B) -2269 6588 1818 25
H(54A) -1743 7816 208 20

H(54B) -1796 6627 128 20




Table 6. Torsion angles [°] for CuAle.

0(56)-P(52)-0(55)-Cu#1 14.93)
0(57)-P(52)-0(55)-Cu#1 136.7(3)
C(52)-P(52)-0(55)-Cu#1 -107.9(3)
O(1)-P(1)-0(3)-Cu 140.49(19)
0(2)-P(1)-0(3)-Cu -97.2(2)
C(1)-P(1)-0(3)-Cu 21.4(3)
0(7)-Cu-0(3)-P(1) 10.3(2)
0(53)-Cu-0(3)-P(1) -171.42)
O(1W)-Cu-0(3)-P(1) 99.2(2)
0(56)-Cu-0(3)-P(1) -81.2(2)
0(55)-P(52)-0(56)-Cu -105.3(2)
0(57)-P(52)-0(56)-Cu 130.53(18)
C(52)-P(52)-0(56)-Cu 19.9(2)
0(7)-Cu-0(56)-P(52) -173.9(2)
0(53)-Cu-0(56)-P(52) 1.0(2)
O(55)#1-Cu-0(56)-P(52) 99.7(2)
0(3)-Cu-0(56)-P(52) -82.5(2)
0(6)-P(2)-0(7)-Cu 103.6(3)
0(5)-P(2)-0(7)-Cu -132.8(2)
C(1)-P(2)-0(7)-Cu -18.5(3)
O(55)#1-Cu-O(7)-P(2) 165.1(3)
0(3)-Cu-0(7)-P(2) -12.2(3)
O(1W)-Cu-O(7)-P(2) -106.1(3)
0(56)-Cu-0(7)-P(2) 75.6(3)
O(51)-P(51)-0(53)-Cu -167.8(2)
0(52)-P(51)-0(53)-Cu 72.13)
C(52)-P(51)-0(53)-Cu -46.7(3)
O(55)#1-Cu-0(53)-P(51) -75.1(2)
0(3)-Cu-0(53)-P(51) 102.2(2)
O(1W)-Cu-0(53)-P(51) -163.8(2)
0(56)-Cu-0O(53)-P(51) 14.5(2)
0(1)-P(1)-C(1)-0(4) -58.6(2)
0(3)-P(1)-C(1)-O(4) 64.1(2)
0(2)-P(1)-C(1)-0(4) -175.41(19)
O(1)-P(1)-C(1)-C(2) 56.4(3)

0(3)-P(1)-C(1)-C(2) 179.1(2)



0(2)-P(1)-C(1)-C(2)
O(1)-P(1)-C(1)-P(2)
0(3)-P(1)-C(1)-P(2)
0(2)-P(1)-C(1)-P(2)
0(7)-P(2)-C(1)-0(4)
0(6)-P(2)-C(1)-0(4)
0(5)-P(2)-C(1)-0(4)
0(7)-P(2)-C(1)-C(2)
0(6)-P(2)-C(1)-C(2)
0(5)-P(2)-C(1)-C(2)
0(7)-P(2)-C(1)-P(1)
0(6)-P(2)-C(1)-P(1)
0(5)-P(2)-C(1)-P(1)
0(4)-C(1)-C(2)-C(3)
P(1)-C(1)-C(2)-C(3)
P(2)-C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)-N(1)
0(53)-P(51)-C(52)-0(54)
O(51)-P(51)-C(52)-0(54)
0(52)-P(51)-C(52)-0(54)
0(53)-P(51)-C(52)-C(53)
O(51)-P(51)-C(52)-C(53)
0(52)-P(51)-C(52)-C(53)
0(53)-P(51)-C(52)-P(52)
0(51)-P(51)-C(52)-P(52)
0(52)-P(51)-C(52)-P(52)
0(55)-P(52)-C(52)-0(54)
0(56)-P(52)-C(52)-0(54)
0(57)-P(52)-C(52)-0(54)
0(55)-P(52)-C(52)-C(53)
0(56)-P(52)-C(52)-C(53)
0(57)-P(52)-C(52)-C(53)
0(55)-P(52)-C(52)-P(51)
0(56)-P(52)-C(52)-P(51)
0(57)-P(52)-C(52)-P(51)
0(54)-C(52)-C(53)-C(54)
P(51)-C(52)-C(53)-C(54)

-60.4(3)

-177.92(16)

-55.2(2)
65.2(2)
-63.6(3)
171.2(2)
51.13)
174.92)
49.7(3)
-70.5(3)
53.4(2)
-71.8(2)
168.09(15)
-49.2(4)
-163.4(3)
73.8(3)
-177.6(3)
179.4(3)
-49.5(3)
75.2(2)
-170.6(2)
-164.9(2)
-40.2(3)
74.1(3)
67.0(2)

-168.33(17)

-54.1(2)

-168.03(19)

63.42)
-48.6(2)
-52.8(3)
178.6(2)
66.6(3)
75.5(2)
-53.1(2)

-165.10(17)

-163.5(3)
-48.1(4)



P(52)-C(52)-C(53)-C(54) 81.3(3)
N(52)-C(55)-C(54)-C(53) 66.5(4)
C(52)-C(53)-C(54)-C(55) -136.9(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+2,-z



Table 7. Hydrogen bonds for CuAle [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(52)-H(52B)...0(5)#2 0.88 2.60 3.287(4) 135.8
N(52)-H(52B)...0(2)#3 0.88 247 2.935(4) 113.8
N(52)-H(52A)...0(55) 0.88 2.23 3.057(5) 156.1
0(54)-H(54)...0(3) 0.84 2.10 2.934(3) 171.0
O(1W)-HQ2W)...O(6)#4 0.69(7) 2.13(7) 2.796(4) 163(8)
O(1W)-H(1W)...O(54)#5 0.69(7) 2.52(7) 3.173(5) 160(7)
O(IW)-H(IW)..OQW)#4  0.69(7) 2.51(7) 2.896(7) 118(7)
N(1)-H(1B)...0(54)#6 0.88 2.45 3.202(4) 143.8
N(1)-H(1B)...O(57)#6 0.88 2.32 2.942(4) 127.5
N(1)-H(1A)...O(6)#7 0.88 2.59 3.444(4) 163.7
0(52)-H(52)...0(56)#1 0.84 1.77 2.536(4) 149.9
0(57)-H(57)...0(51)#8 0.84 1.76 2.538(4) 152.1
0(5)-H(5)...0(1)#9 0.84 1.84 2.508(4) 134.9
0(4)-H(4)...0(56) 0.84 1.98 2.811(3) 170.5
0(2)-H(2)...0(6)#4 0.84 1.87 2.539(4) 135.2

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+2,-z  #2 -x,y-1/2,-z+1/2 #3 x-1,y,z

#4 -x+1,-y+2,-z  #5 x,-y+3/2,z-1/2  #6 -x+1,-y+2,-z+1

BT X,-y+5/2,2+1/2  #8 X,-y+3/2,2+1/2  #9 x+1,y+1/2,-2+1/2



Tabla 4: Datos cristalograficos para CoPam

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta =22.21°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)
Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

C6 H24 Co N2 O16 P4
563.08

296(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P2//n

a=7.350(6) A a=90°.
b=10.851(9) A B=94.407(11)°.
c=10.908(9) A y =90°.
867.3(13) A3

2

2.156 Mg/m3

1.451 mm’!

578

0.21 x 0.07 x 0.04 mm3
2.65 to 22.21°.

-7<=h<=7, -11<=k<=11, -
l1<=I<=11

6487

1097 [R(int) = 0.0669]
100.0 %

Empirical

0.9442 and 0.7503
Full-matrix least-squares on
F2

1097/0/ 161

1.135

R1=0.0364, wR2 = 0.0907
R1=0.0519, wR2 = 0.0999
0.0000(18)

0.479 and -0.421 e.A




Table 2. Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for CoPam. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U tensor.

X y z U(eq)
Co(1) 0 5000 5000 14(1)
P(1) 1557(2) 5814(1) 7827(1) 11(1)
P(2) 3173(2) 7019(1) 5585(1) 10(1)
C() 3624(7) 6358(5) 7130(5) 12(1)
C@3) 6207(8) 5043(5) 8194(5) 15(1)
C(2) 4941(8) 5245(5) 7031(5) 15(1)
N(1) 7252(8) 3880(5) 8049(6) 19(1)
0(2) 345(5) 6980(4) 7986(4) 15(1)
O(1) 608(5) 4894(3) 6938(3) 15(1)
0O(8) 4547(5) 7273(4) 7930(3) 16(1)
0(3) 2116(5) 5296(3) 9092(3) 13(1)
0O(5) 1881(5) 8123(4) 5737(3) 15(1)
O(6) 5006(5) 7454(3) 5198(3) 14(1)
0O4) 2264(5) 6058(3) 4753(3) 13(1)

o(7) 1437(6) 3317(4) 4774(4) 17(1)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for CoPam.

Co(1)-0(4) 2.056(4)
Co(1)-O(4)#1 2.056(4)
Co(1)-0(1) 2.130(4)
Co(1)-O(1)#1 2.130(4)
Co(1)-0(7) 2.133(4)
Co(1)-O(7)#1 2.133(4)
P(1)-0(3) 1.517(4)
P(1)-O(1) 1.523(4)
P(1)-0(2) 1.565(4)
P(1)-C(1) 1.847(6)
P(1)-H(2) 1.92(7)
P(2)-0(4) 1.505(4)
P(2)-0(6) 1.518(4)
P(2)-0(5) 1.545(4)
P(2)-C(1) 1.838(6)
C(1)-0(8) 1.455(7)
C(1)-C(2) 1.556(8)
C(3)-N(1) 1.492(8)
C(3)-C(2) 1.531(8)
C(3)-H(32) 0.9700
C(3)-H(31) 0.9700
C(2)-H(1) 0.9700
C(2)-H(22) 0.9700
N(1)-H(12) 0.83(9)
N(1)-H(13) 0.93(8)
N(1)-H(11) 0.81(7)
0(2)-H(2) 0.69(6)
0(8)-H(8) 0.81(7)
0(5)-H(5) 0.84(8)
O(7)-H(71) 0.91(7)
0(7)-H(72) 0.81(8)
0(4)-Co(1)-O(4)#1 180.0
0(4)-Co(1)-0(1) 92.88(14)
O(4)#1-Co(1)-0(1) 87.12(14)

0(4)-Co(1)-O(1)#1 87.12(14)



O(4)#1-Co(1)-O(1)#1 92.88(14)

O(1)-Co(1)-O(1)#1 180.0
0(4)-Co(1)-0(7) 92.84(17)
O(4)#1-Co(1)-0(7) 87.15(17)
0(1)-Co(1)-0(7) 90.03(15)
O(1)#1-Co(1)-0(7) 89.97(15)
0(4)-Co(1)-O(7)#1 87.15(17)
O(4)#1-Co(1)-O(7)#1 92.85(17)
0(1)-Co(1)-O(7)#1 89.97(15)
O(1)#1-Co(1)-O(7)#1 90.03(15)
0(7)-Co(1)-O(7)#1 180.000(1)
0(3)-P(1)-0(1) 114.5(2)
0(3)-P(1)-0(2) 108.4(2)
0(1)-P(1)-0(2) 111.3(2)
0(3)-P(1)-C(1) 108.6(2)
O(1)-P(1)-C(1) 107.3(2)
0(2)-P(1)-C(1) 106.3(2)
0(3)-P(1)-H(2) 88.7(19)
O(1)-P(1)-H(2) 123.3(19)
0(2)-P(1)-H(2) 19.7(19)
C(1)-P(1)-H(2) 113(2)
0(4)-P(2)-0(6) 114.2(2)
0(4)-P(2)-0(5) 110.7(2)
0(6)-P(2)-0(5) 110.7(2)
0(4)-P(2)-C(1) 108.8(2)
0(6)-P(2)-C(1) 106.0(2)
0(5)-P(2)-C(1) 105.9(2)
0(8)-C(1)-C(2) 107.9(4)
0(8)-C(1)-P(2) 109.1(4)
C(2)-C(1)-P(2) 108.0(3)
0(8)-C(1)-P(1) 109.3(3)
C(2)-C(1)-P(1) 108.4(4)
P(2)-C(1)-P(1) 114.0(3)
N(1)-C(3)-C(2) 108.6(5)
N(1)-C(3)-H(32) 110.0
C(2)-C(3)-H(32) 110.0
N(1)-C(3)-H(31) 110.0

C(2)-C(3)-H(31) 110.0



H(32)-C(3)-H(31) 108.4

C(3)-C(2)-C(1) 113.3(4)
C(3)-C(2)-H(21) 108.9

C(1)-C(2)-H(21) 108.9

C(3)-C(2)-H(22) 108.9

C(1)-C(2)-H(22) 108.9

H(21)-C(2)-H(22) 107.7

C(3)-N(1)-H(12) 101(6)
C(3)-N(1)-H(13) 111(4)
H(12)-N(1)-H(13) 112(7)
C(3)-N(1)-H(11) 109(5)
H(12)-N(1)-H(11) 113(7)
H(13)-N(1)-H(11) 110(6)
P(1)-0(2)-H(2) 110(6)
P(1)-O(1)-Co(1) 130.42)
C(1)-0(8)-H(8) 109(5)
P(2)-0(5)-H(5) 123(5)
P(2)-O(4)-Co(1) 129.32)
Co(1)-0(7)-H(71) 122(4)
Co(1)-0(7)-H(72) 104(5)
H(71)-0(7)-H(72) 111(6)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+1,-z+1



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 10%) for CoPam. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... + 2 hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Co(1) 18(1) 11(1) 12(1) -1(1) 3(1) 2(1)
P(1) 16(1) 10(1) 8(1) (1) 2(1) -1(1)
P(2) 13(1) 8(1) 9(1) 1(1) 3(1) 2(1)
c(1) 18(3) 12(3) 73) -1(2) 2(2) 0(2)
C(3) 19(3) 11(3) 173) 12) 3(3) 1(3)
CQ2) 22(3) 11(3) 12(3) 3(2) 4(3) 12)
N(1) 15(3) 23(3) 18(3) 73) 1(3) 1(3)
0(2) 23(3) 16(2) 6(3) 12) 5(2) 3(2)
o(1) 212) 10(2) 14(2) 12) 2(2) -5(2)
0(8) 20(2) 10(2) 16(2) -1(2) 2(2) -12)
0(3) 20(2) 112) 8(2) -1(2) 4(2) -12)
0(5) 212) 6(2) 17(2) 12) 0(2) 12)
0(6) 14(2) 15(2) 14(2) 2(2) 1(2) -12)

0(4) 18(2) 10(2) 13(2) 2(2) 12) -3(2)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 %)

for CoPam.
X y zZ U(eq)

H(32) 7042 5732 8317 19
H(31) 5496 4984 8905 19
H(21) 4225 4505 6864 18
H(22) 5676 5379 6342 18
H(12) 7770(110) 4030(80) 7420(80) 50(30)
H(13) 6480(90) 3210(70) 7950(60) 30(20)
H(11) 7950(90) 3780(60) 8650(70) 30(20)
H(71) 2670(100) 3290(60) 4850(60) 40(20)
H(72) 1010(100) 2850(70) 5250(70) 60(20)
H(8) 4060(90) 7930(70) 7800(60) 40(20)
H(2) 300(90) 7110(60) 8600(60) 20(20)
H(5) 2250(100) 8850(70) 5770(60) 40(20)




Table 6. Torsion angles [°] for CoPam.

0(4)-P(2)-C(1)-0(8)
0(6)-P(2)-C(1)-0(8)
O(5)-P(2)-C(1)-O(8)
O(4)-P(2)-C(1)-C(2)
0(6)-P(2)-C(1)-C(2)
0(5)-P(2)-C(1)-C(2)
0(4)-P(2)-C(1)-P(1)
0(6)-P(2)-C(1)-P(1)
0(5)-P(2)-C(1)-P(1)
0(3)-P(1)-C(1)-0(8)
O(1)-P(1)-C(1)-0(8)
O(2)-P(1)-C(1)-O(8)
0(3)-P(1)-C(1)-C(2)
O(1)-P(1)-C(1)-C(2)
0(2)-P(1)-C(1)-C(2)
O(3)-P(1)-C(1)-P(2)
O(1)-P(1)-C(1)-P(2)
0(2)-P(1)-C(1)-P(2)
N(1)-C(3)-C(2)-C(1)
0(8)-C(1)-C(2)-C(3)
P(2)-C(1)-C(2)-C(3)
P(1)-C(1)-C(2)-C(3)
0(3)-P(1)-0(1)-Co(1)
0(2)-P(1)-0(1)-Co(1)
C(1)-P(1)-O(1)-Co(1)
0(4)-Co(1)-0(1)-P(1)
O(4)#1-Co(1)-O(1)-P(1)
O(1)#1-Co(1)-O(1)-P(1)
0(7)-Co(1)-0(1)-P(1)
O(7)#1-Co(1)-O(1)-P(1)
0(6)-P(2)-0(4)-Co(1)
0(5)-P(2)-0(4)-Co(1)
C(1)-P(2)-O(4)-Co(1)
O(4)#1-Co(1)-0(4)-P(2)
0(1)-Co(1)-0(4)-P(2)
O(1)#1-Co(1)-0O(4)-P(2)

178.5(3)
55.2(4)
-62.4(4)
61.5(4)
-61.7(4)

-179.4(4)

-59.0(3)
177.7(3)
60.0(3)
-57.5(4)
178.1(3)
58.9(4)
59.8(4)
-64.5(4)
176.3(4)

-179.9(3)

55.8(3)
-63.5(3)
173.7(5)
31.3(6)
149.0(4)
-87.0(5)

-167.02)

69.6(3)
-46.3(4)
31.3(3)

-148.7(3)

35(8)
124.1(3)
-55.9(3)
170.1(2)
-64.1(3)
51.9(3)

-149(15)

-33.7(3)
146.3(3)



0(7)-Co(1)-0(4)-P(2) -123.9(3)
O(7)#1-Co(1)-0(4)-P(2) 56.1(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+1,-z+1



Table 7. Hydrogen bonds for CoPam [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(1)-H(12)...0(1)#2 0.83(9) 2.38(8) 3.037(7) 137(7)
N(1)-H(12)...0(4)#3 0.83(9) 2.379) 3.105(8) 148(7)
N(1)-H(13)...0Q2)#4 0.93(8) 2.10(7) 2.973(8) 157(6)
N(1)-H(13)...0(7)#5 0.93(8) 2.59(7) 3.123(8) 117(5)
N(1)-H(11)...0(6)#6 0.81(7) 2.37(7) 3.085(7) 148(6)
N(1)-H(11)...0(3)#7 0.81(7) 2.66(7) 3.243(8) 130(6)
0(7)-H(71)...0(6)#3 0.91(7) 1.89(7) 2.743(6) 156(6)
0(7)-H(72)...0(8)#4 0.81(8) 2.15(8) 2.891(6) 153(7)
0(7)-H(72)...0(5)#1 0.81(8) 2.53(8) 2.914(6) 110(6)
0(8)-H(8)...0(1)#8 0.81(7) 2.16(8) 2.850(6) 144(7)
0(8)-H(8)...0(5) 0.81(7) 2.67(7) 3.113(6) 116(6)
0(2)-H(2)...0(6)#9 0.69(6) 1.83(6) 2.520(6) 175(8)
0(5)-H(5)...0(3)#8 0.84(8) 1.64(8) 2.473(6) 176(7)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
#1 -x,-y+1,-z+1

#4 -x+1/2,y-1/2,-z+3/2  #5 x+1/2,-y+1/2,z+1/2

#2 x+1,y,z #3 -x+1,-y+1,-z+1

#6 -x+3/2,y-1/2,-z+3/2  #7 -x+1,-y+1,-z+2  #8 -x+1/2,y+1/2,-z+3/2

#9 X-1/2,-y+3/2,7+1/2



Tabla 5: Datos cristalograficos para NiPam

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 28.28°
Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C6 H26 N2 Ni O16 P4

564.88

296(2) K

0.71073 A

?

?

a=7338Q2)A a=90°.
b=10.831(4) A B=94.356(4)°.
c=10.907(4) A Y =90°.
864.4(5) A3

2

2.170 Mg/m3

1.586 mm'!

584

0.15x 0.14 x 0.05 mm3

2.65 to 28.28°.

-9<=h<=9, -14<=k<=14, -

l4<=1<=14

11028

2150 [R(int) = 0.0446]

99.9 %

0.9249 and 0.7969

Full-matrix least-squares on

F?

2150/0/181

0.974

R1=0.0398, wR2=0.1169
R1=0.0531, wR2=0.1278

0.634 and -1.123 e.A




Table 2. Atomic coordinates ( x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for NiPam. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U" tensor.

X y z U(eq)
Ni(1) 0 10000 0 12(1)
P(1) 3178(1) 8005(1) 584(1) 9(1)
P(2) 1534(1) 9197(1) 2816(1) 10(1)
0(9) 328(3) 8024(2) 2984(2) 14(1)
0(3) 1415(3) 11642(2) -219(2) 15(1)
0(2) 589(3) 10111(2) 1921(2) 14(1)
O(1) 2254(3) 8974(2) -250(2) 12(1)
O(5) 2075(3) 9723(2) 4086(2) 14(1)
C() 3625(4) 8659(3) 2138(3) 11(1)
0O(6) 4525(3) 7727(2) 2932(2) 15(1)
C@3) 6191(5) 9963(3) 3219(3) 16(1)
C(2) 4939(5) 9765(3) 2049(3) 14(1)
o(7) 5028(3) 7583(2) 189(2) 13(1)
O(8) 1890(3) 6883(2) 730(2) 14(1)

N(1) 7260(5) 11128(3) 3065(3) 18(1)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for NiPam.

Ni(1)-0(1) 2.029(2)
Ni(1)-O(1)#1 2.029(2)
Ni(1)-0(3) 2.083(2)
Ni(1)-0(3)#1 2.083(2)
Ni(1)-0(2)#1 2.110(2)
Ni(1)-0(2) 2.110(2)
P(1)-O(1) 1.515(2)
P(1)-O(7) 1.526(2)
P(1)-O(8) 1.555(2)
P(1)-C(1) 1.843(3)
P(2)-0(2) 1.520(2)
P(2)-0(5) 1.523(2)
P(2)-0(9) 1.566(2)
P(2)-C(1) 1.847(3)
C(1)-0(6) 1.456(4)
C(1)-C(2) 1.545(4)
C(3)-N(1) 1.502(4)
C(3)-C(2) 1.531(5)
O(1)-Ni(1)-O(1)#1 180.00(12)
O(1)-Ni(1)-0(3) 91.94(9)
O(1)#1-Ni(1)-0(3) 88.06(9)
O(1)-Ni(1)-0(3)#1 88.06(9)
O(1)#1-Ni(1)-0(3)#1 91.94(9)
0(3)-Ni(1)-0(3)#1 180.0
O(1)-Ni(1)-O(2)#1 86.73(9)
O(1)#1-Ni(1)-0O(2)#1 93.27(9)
0(3)-Ni(1)-0(2)#1 90.07(9)
O(3)#1-Ni(1)-0(2)#1 89.93(9)
O(1)-Ni(1)-0(2) 93.27(9)
O(1)#1-Ni(1)-0(2) 86.73(9)
0(3)-Ni(1)-0(2) 89.93(9)
O(3)#1-Ni(1)-0(2) 90.07(9)
O(2)#1-Ni(1)-0(2) 179.999(1)
0(1)-P(1)-0(7) 113.87(13)

0(1)-P(1)-O(8) 110.79(13)



0(7)-P(1)-0(8) 110.82(13)

O(1)-P(1)-C(1) 109.06(14)
O(7)-P(1)-C(1) 105.95(13)
O(8)-P(1)-C(1) 105.91(13)
0(2)-P(2)-O(5) 114.54(13)
0(2)-P(2)-0(9) 111.67(13)
0(5)-P(2)-0(9) 107.93(13)
0(2)-P(2)-C(1) 107.44(14)
O(5)-P(2)-C(1) 108.37(13)
0(9)-P(2)-C(1) 106.55(13)
P(2)-0(2)-Ni(1) 130.53(13)
P(1)-O(1)-Ni(1) 129.11(13)
0(6)-C(1)-C(2) 108.5(2)
0(6)-C(1)-P(1) 108.8(2)
C(2)-C(1)-P(1) 108.0(2)
0(6)-C(1)-P(2) 109.5(2)
C(2)-C(1)-P(2) 108.8(2)
P(1)-C(1)-P(2) 113.21(16)
N(1)-C(3)-C(2) 108.1(3)
C(3)-C(2)-C(1) 113.2(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,-y+2,-z



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for NiPam. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... + 2 hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Ni(1) 15(1) 10(1) 11(1) 1(1) 2(1) 1(1)
P(1) 10(1) 7(1) 8(1) -1(1) 1(1) 1(1)
P(2) 13(1) 8(1) 8(1) -1(1) 2(1) 1(1)
0(9) 18(1) 13(1) 12(1) 2(1) 2(1) -4(1)
0@3) 16(1) 12(1) 19(1) (1) 4(1) 1(1)
0(2) 19(1) 12(1) 10(1) 3(1) 3(1) 6(1)
o(1) 16(1) 11(1) 11(1) 2(1) 2(1) 3(1)
0(5) 18(1) 12(1) 11(1) 2(1) 2(1) 2(1)
c(1) 12(1) 11(1) 10(1) -1(1) 2(1) 1(1)
0(6) 19(1) 10(1) 15(1) 2(1) 2(1) 2(1)
C(3) 15(2) 14(2) 18(2) 2(1) (1) -1(1)
CQ2) 17(2) 12(1) 11(1) 2(1) (1) -4(1)
o(7) 12(1) 15(1) 12(1) -4(1) 4(1) 2(1)
0(8) 16(1) 10(1) 17(1) 2(1) 2(1) -1(1)

N(1) 16(1) 17(1) 22(2) -7(1) 2(1) -1(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 %)

for NiPam.

X y z U(eq)
H@3) 990(70) 12160(50) 100(50) 32(14)
H(5) 4210(50) 10370(30) 1760(30) -2(7)
H(7) 5460(50) 10100(30) 3900(30) -2(7)
H(6) 5590(60) 9770(40) 1330(40) 23(11)
H(8) 7040(60) 9370(40) 3340(30) 15(10)
H(11) 6520(60) 11780(50) 2990(40) 22(10)
H(10) 7890(70) 11060(60) 3510(50) 41(17)
H(9) 7850(60) 10990(40) 2360(50) 28(12)
H(12) 2700(60) 11760(40) -80(40) 24(11)
H(13) 4180(80) 6980(60) 2820(50) 54(17)
H(14) 200(100) 7880(60) 3890(60) 70(20)
H(15) 2470(80) 5770(60) 900(60) 67(19)




Anexo |l

Material suplementario de Capitulo 5



5.2.2.1.2 ESTUDIO DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

N
1

1000

Figura 1: Espectros infrarrojo de Rul1 (azul), RuL2 (rojo), Rul3 (verde), RulL4 (negro).

5.2.2.1.3 RESOLUCION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS MEDIANTE DIFRACCION DE

RAYOS X EN MONOCRISTAL

Tabla 1: Datos cristalograficos para RulLl

Empirical formula

Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected

Independent reflections

C64 H74 Cl14 N16 028 Ru4

S4

2189.75

125(2) K
0.71073 A
Monoclinic
P2,/c
a=19.809(7) A
b=125.120(8) A
c=19.115(6) A
9031(5) A3

4

1.610 Mg/m3
0.948 mm’!
4408

0.17x0.17 x 0.13 mm3

1.35 to 24.41°.

-23<=h<=23, -29<=k<=29, -

22<=1<=22
85246

14865 [R(int) = 0.0883]

o= 90°.
B=108.286(4)°.
v =90°.




Completeness to theta = 24.41°

Absorption correction
Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

100.0 %

Empirical

0.8635 and 0.8268
Full-matrix least-squares on
F?

14865/0/ 1152

1.002

R1=0.0458, wR2 =0.0991
R1=0.0843, wR2=0.1177
0.990 and -0.852 e.A"3




Table 2. Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for RuL1. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U" tensor.

X y z U(eq)
Ru(1) 10923(1) 1742(1) 6967(1) 20(1)
Ru(2) 9277(1) 1951(1) 7282(1) 26(1)
Ru(3) 5876(1) 2869(1) 7732(1) 23(1)
Ru(4) 4169(1) 3068(1) 7945(1) 20(1)
S(1) 9754(1) 1960(1) 6263(1) 24(1)
S(2) 10381(1) 1571(1) 7921(1) 27(1)
S(3) 4756(1) 3182(1) 7020(1) 24(1)
S(4) 5336(1) 2899(1) 8703(1) 23(1)
Oo(1) 12139(2) -1133(2) 7289(3) 43(1)
0(2) 11438(2) -1643(2) 6451(3) 39(1)
0(3) 11336(2) -309(2) 6811(2) 24(1)
0O(10) 6304(2) 213(2) 4949(2) 33(1)
O(11) 6534(2) -638(2) 5078(2) 36(1)
0(12) 7508(2) 463(2) 5901(2) 22(1)
0(20) 8279(2) 5708(2) 9596(2) 36(1)
0(21) 8625(2) 4889(2) 9890(2) 30(1)
0(22) 7464(2) 4506(1) 8973(2) 22(1)
0(30) 3400(2) 6419(2) 8552(3) 39(1)
O(@31) 2789(3) 5952(2) 7607(3) 45(1)
0(32) 3614(2) 5127(2) 8052(2) 26(1)
N(1) 11591(3) -1216(2) 6774(3) 29(1)
N(2) 10587(2) 1000(2) 6513(3) 21(1)
NQ@3) 9956(2) 916(2) 5953(3) 23(1)
N#4) 8917(2) 1301(2) 5267(3) 27(1)
N(10) 6688(2) -170(2) 5230(3) 26(1)
N(11) 9024(2) 1152(2) 7068(3) 24(1)
N(12) 9465(3) 740(2) 7426(3) 26(1)
N(13) 10567(3) 532(2) 8194(3) 35(1)
N(20) 8191(3) 5219(2) 9542(3) 25(1)
N(21) 6060(2) 3684(2) 7851(3) 22(1)
N(22) 5607(2) 4061(2) 7414(3) 24(1)
N(23) 4495(3) 4187(2) 6574(3) 32(1)

N(30) 3299(3) 6016(2) 8170(3) 32(1)



N(@31)
N(32)
N(33)
c(1)

CQ2)

C(3)

C(4)

C(5)

C(6)

C(7)

C(@®)

C©)

C(10)
c(11)
C(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
C(20)
C@21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
c@27)
C(28)
C(29)
C(30)
c(31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(40)
C(41)
C(42)

4451(2)
5059(2)
6093(2)

11094(3)

10422(3)

10217(3)

10782(3)

10957(3)
9539(3)

11564(3)

11296(3)

11399(3)

11809(3)

12092(3)

11976(3)

12240(3)

11071(3)

11529(4)

10950(4)
7364(3)
7900(3)
8426(4)
8183(3)
8425(3)

10097(3)
8938(3)
9433(3)
9321(4)
8709(4)
8219(3)
8329(3)
9102(4)
8599(5)
8666(5)
9056(5)
7538(3)
6962(3)
6476(3)

3840(2)
3946(2)
3602(2)
-787(2)
-774(3)
-239(3)
36(2)
572(2)
1331(2)
2391(3)
2554(2)
2245(2)
1771(2)
1620(2)
1917(2)
1739(3)
2419(3)
2846(3)
1955(3)
-59(2)
-384(2)
-35(3)
473(2)
1009(2)
892(3)
2150(3)
2544(3)
2823(3)
2740(3)
2352(3)
2061(2)
1853(3)
3045(3)
1378(4)
2236(4)
5036(2)
5304(3)
4911(2)

8340(3)
8917(3)
9678(3)
6533(3)
6072(4)
6047(4)
6503(3)
6741(3)
5802(3)
7619(4)
6888(4)
6306(3)
6508(3)
7252(3)
7821(3)
8607(3)
5509(3)
5323(4)
4968(4)
5758(3)
6150(3)
6564(4)
6407(3)
6604(3)
7829(3)
8240(4)
8138(4)
7487(5)
6896(4)
6960(4)
7613(3)
8950(4)
6198(5)
8905(5)
9558(4)
9044(3)
8625(3)
8255(3)

23(1)
23(1)
30(1)
24(1)
30(2)
29(2)
23(1)
24(1)
23(1)
27(1)
27(2)
27(1)
26(1)
25(1)
26(1)
33(2)
32(2)
52(2)
45(2)
23(1)
29(2)
31(2)
24(1)
25(1)
27(1)
372)
46(2)
48(2)
43(2)
29(2)
27(1)
58(2)
68(3)
81(3)
73(3)
23(1)
28(2)
25(1)



C(43)
C(44)
C(45)
C(46)
C(47)
C(48)
C(49)
C(50)
c(51)
C(52)
C(53)
C(54)
C(55)
C(60)
c(61)
C(62)
C(63)
C(64)
C(65)
C(66)
C(67)
C(68)
C(69)
C(70)
C(71)
C(72)
C(73)
C(74)
C(75)
CI(1)
Cl(2)
CI(3)
Cl(4)
O(1W)
0(2W)
03W)
O(4W)
O(5W)

6789(3)
6621(3)
4988(3)
6472(3)
6959(3)
6874(3)
6321(3)
5826(3)
5895(3)
6544(4)
6275(4)
6548(6)
5564(4)
3808(3)
4450(3)
4707(3)
4181(3)
4053(3)
5499(3)
3455(3)
3790(3)
3754(3)
3376(3)
3031(3)
3071(3)
3521(3)
3361(3)
4001(3)
2667(3)
2459(1)
3113(1)
4593(1)

857(1)
2657(3)
4213(3)
4390(3)
2931(3)
3514(3)

4431(2)
3879(2)
3868(2)
2126(2)
2512(2)
2741(3)
2601(2)
2219(3)
1991(2)
1875(3)
2827(3)
3391(3)
2762(5)
5598(2)
5589(3)
5063(3)
4785(2)
4251(2)
3546(2)
2472(2)
2237(2)
2479(2)
2960(2)
3184(3)
2955(2)
2237(3)
3252(3)
3138(3)
3136(3)
6991(1)
3621(1)
3975(1)
3636(1)
4279(2)
3699(2)
5345(2)
5342(2)
4191(2)

8465(3)
8333(3)
7014(3)
8270(4)
8186(4)
7496(4)
6853(3)
6951(4)
7631(4)
8998(4)
6104(4)
6140(5)
5548(5)
8394(4)
8897(4)
8894(4)
8375(3)
8100(3)
9120(3)
7200(3)
7883(3)
8548(3)
8536(3)
7826(3)
7179(3)
6504(3)
9222(3)
9898(3)
9392(4)
9949(1)
5451(1)
2351(1)
7989(1)
6622(3)
4528(3)
6396(4)
6318(3)
3191(4)

23(1)
23(1)
26(1)
34(2)
28(1)
28(2)
30(2)
35(2)
36(2)
49(2)
42(2)
84(3)
98(4)
29(2)
33(2)
31(2)
26(1)
24(1)
23(1)
28(2)
24(1)
25(1)
25(1)
25(1)
26(1)
372)
25(1)
33(2)
34(2)
35(1)
47(1)
62(1)
50(1)
58(1)
79(2)
74(2)
73(2)
772)



0(6W)
O(7W)
O(8W)
0(9W)
O(10W)
O(11W)
0(12W)
0(13W)
O(14W)
O(15W)
O(16W)

385(3)
4672(4)
1710(4)
1874(5)

10503(6)
1370(4)
3703(6)
1988(10)
9532(8)
2414(15)

10860(50)

9367(2)
5491(3)

742(3)
9692(3)
1063(9)
3929(3)
5293(3)
9439(5)

554(11)
218(15)
90(40)

7985(3)
5038(4)
9555(4)
9947(4)
216(9)
6670(4)
3603(5)
8611(7)
466(10)
8256(16)
1110(50)

81(2)

97(2)
132(4)
124(3)
353(12)
116(3)
131(3)
258(9)
438(18)
570(20)

1350(90)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for RuL1.

Ru(1)-N(2)
Ru(1)-C(8)
Ru(1)-C(10)
Ru(1)-C(7)
Ru(1)-C(9)
Ru(1)-C(11)
Ru(1)-C(12)
Ru(1)-S(1)
Ru(1)-S(2)
Ru(2)-N(11)
Ru(2)-C(27)
Ru(2)-C(31)
Ru(2)-C(26)
Ru(2)-C(28)
Ru(2)-C(30)
Ru(2)-C(29)
Ru(2)-S(2)
Ru(2)-S(1)
Ru(3)-N(21)
Ru(3)-C(48)
Ru(3)-C(50)
Ru(3)-C(51)
Ru(3)-C(49)
Ru(3)-C(47)
Ru(3)-C(46)
Ru(3)-S(3)
Ru(3)-S(4)
Ru(4)-N(31)
Ru(4)-C(68)
Ru(4)-C(67)
Ru(4)-C(70)
Ru(4)-C(69)
Ru(4)-C(71)
Ru(4)-C(66)
Ru(4)-S(4)
Ru(4)-S(3)

2.076(5)
2.191(6)
2.194(6)
2.197(6)
2.198(6)
2.227(6)
2.252(6)
2.3493(16)
2.4276(17)
2.077(5)
2.161(6)
2.179(6)
2.197(6)
2.224(7)
2.232(6)
2.285(7)
2.3471(17)
2.4185(17)
2.080(5)
2.186(6)
2.192(6)
2.214(6)
2.233(6)
2.234(6)
2.274(6)
2.3440(17)
2.4172(16)
2.092(5)
2.189(6)
2.210(6)
2.212(6)
2.221(6)
2.226(6)
2.238(6)
2.3489(16)
2.4196(16)



S(1)-C(6)
$(2)-C(25)
S(3)-C(45)
S(4)-C(65)
O(1)-N(1)
O(2)-N(1)
0(3)-C(1)
0(3)-C(4)
0(10)-N(10)
O(11)-N(10)
0(12)-C(20)
0(12)-C(23)
0(20)-N(20)
0(21)-N(20)
0(22)-C(40)
0(22)-C(43)
0(30)-N(30)
0(31)-N(30)
0(32)-C(60)
0(32)-C(63)
N(1)-C(1)
N(2)-C(5)
N(2)-N(3)
N(3)-C(6)
N(4)-C(6)
N(4)-H(4A)
N(4)-H(4B)
N(10)-C(20)
N(11)-C(24)
N(11)-N(12)
N(12)-C(25)
N(13)-C(25)

N(13)-H(13A)
N(13)-H(13B)

N(20)-C(40)
N(21)-C(44)
N(21)-N(22)
N(22)-C(45)

1.792(6)
1.788(6)
1.784(6)
1.795(6)
1.233(6)
1.226(6)
1.340(7)
1.378(6)
1.240(6)
1.225(6)
1.351(7)
1.383(6)
1.240(6)
1.228(6)
1.341(7)
1.396(7)
1.228(6)
1.233(7)
1.348(7)
1.395(7)
1.435(7)
1.295(7)
1.384(6)
1.306(7)
1.334(7)
0.8600
0.8600
1.428(7)
1.291(7)
1.388(7)
1.304(7)
1.328(8)
0.8600
0.8600
1.420(7)
1.297(7)
1.389(6)
1.319(7)



N(23)-C(45)
N(30)-C(60)
N(31)-C(64)
N(31)-N(32)
N(32)-C(65)
N(33)-C(65)

N(33)-H(33A)

N(33)-H(33B)
C(1)-C(2)
C(2)-C(3)
C(2)-H(2)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(5)
C(5)-H(5)
C(7)-C(8)
C(7)-C(12)
C(7)-H(7)
C(8)-C(9)
C(8)-H(8)
C(9)-C(10)
C(9)-C(14)
C(10)-C(11)
C(10)-H(10)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)
C(12)-C(13)
C(13)-H(13C)
C(13)-H(13D)
C(13)-H(13E)
C(14)-C(15)
C(14)-C(16)
C(14)-H(14)
C(15)-H(15A)
C(15)-H(15B)
C(15)-H(15C)
C(16)-H(16A)
C(16)-H(16B)

1.336(7)
1.427(8)
1.292(7)
1.380(6)
1.307(7)
1.324(7)
0.8600
0.8600
1.346(8)
1.402(9)
0.99(5)
1.369(8)
0.85(7)
1.429(8)
0.90(5)
1.393(9)
1.427(9)
0.87(5)
1.422(9)
0.87(6)
1.425(8)
1.520(9)
1.407(8)
0.9300
1.396(8)
0.9300
1.495(8)
0.9600
0.9600
0.9600
1.517(9)
1.526(9)
0.99(6)
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600



C(16)-H(16C)
C(20)-C(21)
C(21)-C(22)
C(21)-H(21)
C(22)-C(23)
C(22)-H(22)
C(23)-C(24)
C(24)-H(24)
C(26)-C(31)
C(26)-C(27)
C(26)-C(32)
C(27)-C(28)
C(27)-H(27)
C(28)-C(29)
C(28)-H(28)
C(29)-C(30)
C(29)-C(33)
C(30)-C(31)
C(30)-H(30)
C(31)-H(31)
C(32)-C(34)
C(32)-C(35)
C(32)-H(32)
C(33)-H(33C)
C(33)-H(33D)
C(33)-H(33E)
C(34)-H(34A)
C(34)-H(34B)
C(34)-H(34C)
C(35)-H(35A)
C(35)-H(35B)
C(35)-H(35C)
C(40)-C(41)
C(41)-C(42)
C(41)-H(41)
C(42)-C(43)
C(42)-H(42)
C(43)-C(44)

0.9600
1.362(8)
1.402(9)

0.9300
1.365(8)

0.83(5)
1.438(8)

0.9300
1.426(9)
1.448(10)
1.493(10)
1.385(11)

0.9300
1.388(10)

0.9300
1.407(9)
1.496(10)
1.405(9)

1.07(6)

0.9300
1.459(11)
1.534(10)

0.9800

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600
1.350(8)
1.404(8)

0.89(6)
1.358(8)
0.91(6)
1.431(8)



C(44)-H(44)
C(46)-C(47)
C(46)-C(51)
C(46)-C(52)
C(47)-C(48)
C(47)-H(47)
C(48)-C(49)
C(48)-H(48)
C(49)-C(50)
C(49)-C(53)
C(50)-C(51)
C(50)-H(50)
C(51)-H(51)
C(52)-H(52A)
C(52)-H(52B)
C(52)-H(52C)
C(53)-C(55)
C(53)-C(54)
C(53)-H(53)
C(54)-H(54A)
C(54)-H(54B)
C(54)-H(54C)
C(55)-H(55A)
C(55)-H(55B)
C(55)-H(55C)
C(60)-C(61)
C(61)-C(62)
C(61)-H(61)
C(62)-C(63)
C(62)-H(62)
C(63)-C(64)
C(64)-H(64)
C(66)-C(67)
C(66)-C(71)
C(66)-C(72)
C(67)-C(68)
C(67)-H(67)
C(68)-C(69)

0.9300
1.410(8)
1.427(9)
1.494(9)
1.400(9)

0.9300
1.4109)

0.82(5)
1.427(9)
1.516(9)
1.386(10)

0.95(6)

0.9300

0.9600

0.9600

0.9600
1.483(10)
1.512(10)

0.9800

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600
1.332(8)
1.416(9)

0.9300
1.382(8)

1.11(7)
1.434(8)

0.94(5)
1.396(9)
1.427(8)
1.499(8)
1.431(8)

0.9300
1.419(8)



C(68)-H(68)
C(69)-C(70)
C(69)-C(73)
C(70)-C(71)
C(70)-H(70)
C(71)-H(71)
C(72)-H(72A)
C(72)-H(72B)
C(72)-H(72C)
C(73)-C(74)
C(73)-C(75)
C(73)-H(73)
C(74)-H(74A)
C(74)-H(74B)
C(74)-H(74C)
C(75)-H(75A)
C(75)-H(75B)
C(75)-H(75C)
O(10W)-O(16W)
O(14W)-O(16W)

N(2)-Ru(1)-C(8)
N(2)-Ru(1)-C(10)
C(8)-Ru(1)-C(10)
N(2)-Ru(1)-C(7)
C(8)-Ru(1)-C(7)
C(10)-Ru(1)-C(7)
N(2)-Ru(1)-C(9)
C(8)-Ru(1)-C(9)
C(10)-Ru(1)-C(9)
C(7)-Ru(1)-C(9)
N(2)-Ru(1)-C(11)
C(8)-Ru(1)-C(11)
C(10)-Ru(1)-C(11)
C(7)-Ru(1)-C(11)
C(9)-Ru(1)-C(11)
N(2)-Ru(1)-C(12)
C(8)-Ru(1)-C(12)

0.9300
1.430(8)
1.511(8)
1.388(8)

0.87(5)

0.9300

0.9600

0.9600

0.9600
1.527(8)
1.535(8)

0.94(5)

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

0.9600

2.94(10)
2.7909)

151.4(2)
93.1(2)
67.2(2)

162.9(2)
37.0(2)
79.1(2)

114.6(2)
37.8(2)
37.92)
67.9(2)

98.72(19)
78.3(2)
37.1Q2)
65.9(2)
67.6(2)

125.5(2)
67.2(2)



C(10)-Ru(1)-C(12)
C(7)-Ru(1)-C(12)
C(9)-Ru(1)-C(12)
C(11)-Ru(1)-C(12)
N(2)-Ru(1)-S(1)
C(8)-Ru(1)-S(1)
C(10)-Ru(1)-S(1)
C(7)-Ru(1)-S(1)
C(9)-Ru(1)-S(1)
C(11)-Ru(1)-S(1)
C(12)-Ru(1)-S(1)
N(2)-Ru(1)-S(2)
C(8)-Ru(1)-S(2)
C(10)-Ru(1)-S(2)
C(7)-Ru(1)-S(2)
C(9)-Ru(1)-S(2)
C(11)-Ru(1)-S(2)
C(12)-Ru(1)-S(2)
S(1)-Ru(1)-S(2)
N(11)-Ru(2)-C(27)
N(11)-Ru(2)-C(31)
C(27)-Ru(2)-C(31)
N(11)-Ru(2)-C(26)
C(27)-Ru(2)-C(26)
C(31)-Ru(2)-C(26)
N(11)-Ru(2)-C(28)
C(27)-Ru(2)-C(28)
C(31)-Ru(2)-C(28)
C(26)-Ru(2)-C(28)
N(11)-Ru(2)-C(30)
C(27)-Ru(2)-C(30)
C(31)-Ru(2)-C(30)
C(26)-Ru(2)-C(30)
C(28)-Ru(2)-C(30)
N(11)-Ru(2)-C(29)
C(27)-Ru(2)-C(29)
C(31)-Ru(2)-C(29)
C(26)-Ru(2)-C(29)

67.0(2)
37.42)
80.7(2)
36.3(2)
80.82(13)
92.08(17)
122.08(16)
116.25(17)
93.44(16)
159.17(16)
153.14(16)
89.73(13)
117.06(17)
154.63(16)
91.02(17)
154.73(16)
117.57(16)
90.98(15)
83.26(6)
141.5(3)
90.2(2)
68.0(2)
105.4(2)
38.8(3)
38.0(2)
168.7(2)
36.8(3)
79.3(2)
68.5(3)
103.6(2)
78.3(2)
37.1Q2)
67.7(2)
65.4(2)
135.32)
65.5(3)
66.5(2)
79.8(3)



C(28)-Ru(2)-C(29)
C(30)-Ru(2)-C(29)
N(11)-Ru(2)-S(2)
C(27)-Ru(2)-S(2)
C(31)-Ru(2)-S(2)
C(26)-Ru(2)-S(2)
C(28)-Ru(2)-S(2)
C(30)-Ru(2)-S(2)
C(29)-Ru(2)-S(2)
N(11)-Ru(2)-S(1)
C(27)-Ru(2)-S(1)
C(31)-Ru(2)-S(1)
C(26)-Ru(2)-S(1)
C(28)-Ru(2)-S(1)
C(30)-Ru(2)-S(1)
C(29)-Ru(2)-S(1)
S(2)-Ru(2)-S(1)
N(21)-Ru(3)-C(48)
N(21)-Ru(3)-C(50)
C(48)-Ru(3)-C(50)
N(21)-Ru(3)-C(51)
C(48)-Ru(3)-C(51)
C(50)-Ru(3)-C(51)
N(21)-Ru(3)-C(49)
C(48)-Ru(3)-C(49)
C(50)-Ru(3)-C(49)
C(51)-Ru(3)-C(49)
N(21)-Ru(3)-C(47)
C(48)-Ru(3)-C(47)
C(50)-Ru(3)-C(47)
C(51)-Ru(3)-C(47)
C(49)-Ru(3)-C(47)
N(21)-Ru(3)-C(46)
C(48)-Ru(3)-C(46)
C(50)-Ru(3)-C(46)
C(51)-Ru(3)-C(46)
C(49)-Ru(3)-C(46)
C(47)-Ru(3)-C(46)

35.8(3)
36.3(2)
80.64(14)
89.9(2)
130.37(17)
97.93(18)
109.3(2)
165.62(17)
143.61(19)
88.94(13)
127.2(2)
145.42(17)
165.6(2)
97.42)
110.11(17)
90.54(18)
83.50(6)
91.6(2)
140.9(2)
66.5(2)
169.3(2)
78.1(2)
36.7(3)
106.3(2)
37.2(2)
37.6(2)
67.2(2)
103.8(2)
36.9(2)
78.4(2)
66.0(2)
67.3(2)
135.2(2)
66.2(2)
66.6(3)
37.1Q2)
79.7(2)
36.4(2)



N(21)-Ru(3)-S(3)
C(48)-Ru(3)-S(3)
C(50)-Ru(3)-S(3)
C(51)-Ru(3)-S(3)
C(49)-Ru(3)-S(3)
C(47)-Ru(3)-S(3)
C(46)-Ru(3)-S(3)
N(21)-Ru(3)-S(4)
C(48)-Ru(3)-S(4)
C(50)-Ru(3)-S(4)
C(51)-Ru(3)-S(4)
C(49)-Ru(3)-S(4)
C(47)-Ru(3)-S(4)
C(46)-Ru(3)-S(4)
S(3)-Ru(3)-S(4)
N(31)-Ru(4)-C(68)
N(31)-Ru(4)-C(67)
C(68)-Ru(4)-C(67)
N(31)-Ru(4)-C(70)
C(68)-Ru(4)-C(70)
C(67)-Ru(4)-C(70)
N(31)-Ru(4)-C(69)
C(68)-Ru(4)-C(69)
C(67)-Ru(4)-C(69)
C(70)-Ru(4)-C(69)
N(31)-Ru(4)-C(71)
C(68)-Ru(4)-C(71)
C(67)-Ru(4)-C(71)
C(70)-Ru(4)-C(71)
C(69)-Ru(4)-C(71)
N(31)-Ru(4)-C(66)
C(68)-Ru(4)-C(66)
C(67)-Ru(4)-C(66)
C(70)-Ru(4)-C(66)
C(69)-Ru(4)-C(66)
C(71)-Ru(4)-C(66)
N(31)-Ru(4)-S(4)
C(68)-Ru(4)-S(4)

80.47(13)
132.99(19)
91.26(19)
108.81(18)
100.91(17)
168.07(16)
143.19(17)
89.43(13)
144.11(18)
127.57(19)
97.02(18)
164.18(17)
108.45(16)
88.35(16)
82.50(6)
122.6(2)
160.6(2)
38.0(2)
93.6(2)
66.7(2)
78.5(2)
94.7(2)
37.5(2)
68.2(2)
37.6(2)
116.8(2)
79.0(2)
66.4(2)
36.4(2)
67.6(2)
153.4(2)
67.42)
36.6(2)
66.6(2)
80.5(2)
37.3(2)
81.12(13)
90.68(16)



C(67)-Ru(4)-S(4)
C(70)-Ru(4)-S(4)
C(69)-Ru(4)-S(4)
C(71)-Ru(4)-S(4)
C(66)-Ru(4)-S(4)
N(31)-Ru(4)-S(3)
C(68)-Ru(4)-S(3)
C(67)-Ru(4)-S(3)
C(70)-Ru(4)-S(3)
C(69)-Ru(4)-S(3)
C(71)-Ru(4)-S(3)
C(66)-Ru(4)-S(3)
S(4)-Ru(4)-S(3)
C(6)-S(1)-Ru(1)
C(6)-S(1)-Ru(2)
Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(25)-S(2)-Ru(2)
C(25)-S(2)-Ru(1)
Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(45)-S(3)-Ru(3)
C(45)-S(3)-Ru(4)
Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(65)-S(4)-Ru(4)
C(65)-S(4)-Ru(3)
Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(1)-0(3)-C(4)

C(20)-0(12)-C(23)
C(40)-0(22)-C(43)
C(60)-0(32)-C(63)

0(2)-N(1)-0(1)
O(2)-N(1)-C(1)
O(D)-N(1)-C(1)
C(5)-N(2)-N@3)
C(5)-N(2)-Ru(1)
N(3)-N(2)-Ru(1)
C(6)-N(3)-N(2)
C(6)-N(4)-H(4A)
C(6)-N(4)-H(4B)

96.54(16)
149.37(17)
112.32(16)
162.08(17)
125.05(17)

91.09(13)
144.19(16)
107.80(15)
128.10(17)
164.90(16)

97.40(15)

88.09(16)

82.35(6)

96.67(19)
107.12(19)

95.76(6)

97.1(2)
107.18(19)
95.57(6)
97.4(2)
107.62(19)

96.88(6)

96.66(19)
107.95(19)

96.82(6)

104.9(4)

104.9(4)

104.7(4)

105.0(4)

124.5(5)

117.3(5)

118.2(5)

114.4(5)

122.0(4)

123.6(3)

113.9(5)

120.0

120.0



H(4A)-N(4)-H(4B)
0(11)-N(10)-0(10)
0(11)-N(10)-C(20)
0(10)-N(10)-C(20)
C(24)-N(11)-N(12)
C(24)-N(11)-Ru(2)
N(12)-N(11)-Ru(2)
C(25)-N(12)-N(11)
C(25)-N(13)-H(13A)
C(25)-N(13)-H(13B)

H(13A)-N(13)-H(13B)

0(21)-N(20)-0(20)
0(21)-N(20)-C(40)
0(20)-N(20)-C(40)
C(44)-N(21)-N(22)
C(44)-N(21)-Ru(3)
N(22)-N(21)-Ru(3)
C(45)-N(22)-N(21)
0(30)-N(30)-0(31)
0(30)-N(30)-C(60)
0(31)-N(30)-C(60)
C(64)-N(31)-N(32)
C(64)-N(31)-Ru(4)
N(32)-N(31)-Ru(4)
C(65)-N(32)-N(31)
C(65)-N(33)-H(33A)
C(65)-N(33)-H(33B)

H(33A)-N(33)-H(33B)

0(3)-C(1)-C(2)
O(3)-C(1)-N(1)
C(2)-C(1)-N(1)
C(1)-C(2)-C3)
C(1)-C(2)-H(2)
C(3)-C(2)-H(2)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3)
C(2)-C(3)-HQ3)
C(3)-C(H-003)

120.0
124.6(5)
117.6(5)
117.8(5)
115.6(5)
121.2(4)
123.2(3)
114.4(5)
120.0
120.0
120.0
124.6(5)
118.7(5)
116.8(5)
114.6(5)
122.1(4)
123.3(3)
113.9(5)
124.3(5)
117.4(6)
118.4(5)
114.4(5)
123.2(4)
122.2(4)
115.1(5)
120.0
120.0
120.0
113.3(5)
114.9(5)
131.8(6)
105.1(6)
124(3)
131(3)
107.0(6)
125(5)
128(5)
109.7(5)



C(3)-C(4)-C(5)
0(3)-C(4)-C(5)
N(2)-C(5)-C(4)
N(2)-C(5)-H(5)
C(4)-C(5)-H(5)
N(3)-C(6)-N(4)
N(3)-C(6)-5(1)
N(4)-C(6)-5(1)
C(8)-C(7)-C(12)
C(8)-C(7)-Ru(1)
C(12)-C(7)-Ru(1)
C(8)-C(7)-H(T7)
C(12)-C(7)-H(7)
Ru(1)-C(7)-H(7)
C(7)-C(8)-C(9)
C(7)-C(8)-Ru(1)
C(9)-C(8)-Ru(1)
C(7)-C(8)-H(8)
C(9)-C(8)-H(8)
Ru(1)-C(8)-H(8)
C(10)-C(9)-C(8)
C(10)-C(9)-C(14)
C(8)-C(9)-C(14)
C(10)-C(9)-Ru(1)
C(8)-C(9)-Ru(1)
C(14)-C(9)-Ru(1)
C(11)-C(10)-C(9)
C(11)-C(10)-Ru(1)
C(9)-C(10)-Ru(1)
C(11)-C(10)-H(10)
C(9)-C(10)-H(10)
Ru(1)-C(10)-H(10)
C(12)-C(11)-C(10)
C(12)-C(11)-Ru(1)
C(10)-C(11)-Ru(1)
C(12)-C(11)-H(11)
C(10)-C(11)-H(11)
Ru(1)-C(11)-H(11)

138.3(6)
112.1(5)
128.2(6)
117(3)
115(3)
119.4(5)
124.0(4)
116.5(4)
121.5(6)
71.2(4)
73.4(3)
116(4)
122(4)
125(4)
121.4(6)
71.7(4)
71.4(3)
118(4)
121(4)
128(4)
116.9(6)
122.7(6)
120.4(6)
70.9(3)
70.8(3)
128.0(4)
120.8(6)
72.7(3)
71.2(3)
119.6
119.6
128.8
122.2(6)
72.8(3)
70.2(3)
118.9
118.9
131.0



C(11)-C(12)-C(7)
C(11)-C(12)-C(13)
C(7)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-Ru(1)
C(7)-C(12)-Ru(1)
C(13)-C(12)-Ru(1)
C(12)-C(13)-H(13C)
C(12)-C(13)-H(13D)
H(13C)-C(13)-H(13D)
C(12)-C(13)-H(13E)
H(13C)-C(13)-H(13E)
H(13D)-C(13)-H(13E)
C(15)-C(14)-C(9)
C(15)-C(14)-C(16)
C(9)-C(14)-C(16)
C(15)-C(14)-H(14)
C(9)-C(14)-H(14)
C(16)-C(14)-H(14)
C(14)-C(15)-H(15A)
C(14)-C(15)-H(15B)
H(15A)-C(15)-H(15B)
C(14)-C(15)-H(15C)
H(15A)-C(15)-H(15C)
H(15B)-C(15)-H(15C)
C(14)-C(16)-H(16A)
C(14)-C(16)-H(16B)
H(16A)-C(16)-H(16B)
C(14)-C(16)-H(16C)
H(16A)-C(16)-H(16C)
H(16B)-C(16)-H(16C)
0(12)-C(20)-C(21)
0(12)-C(20)-N(10)
C(21)-C(20)-N(10)
C(20)-C(21)-C(22)
C(20)-C(21)-H(21)
C(22)-C(21)-H(21)
C(23)-C(22)-C(21)
C(23)-C(22)-H(22)

117.0(6)
122.2(6)
120.7(6)
70.8(3)
69.2(3)
128.5(4)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.8(5)
111.0(6)
112.8(6)
108(3)
109(3)
105(3)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
113.0(5)
115.1(5)
131.8(5)
104.5(5)
127.8
127.8
108.1(6)
126(4)



C(21)-C(22)-H(22)
C(22)-C(23)-0(12)
C(22)-C(23)-C(24)
0(12)-C(23)-C(24)
N(11)-C(24)-C(23)
N(11)-C(24)-H(24)
C(23)-C(24)-H(24)
N(12)-C(25)-N(13)
N(12)-C(25)-S(2)

N(13)-C(25)-S(2)

C(31)-C(26)-C(27)
C(31)-C(26)-C(32)
C(27)-C(26)-C(32)
C(31)-C(26)-Ru(2)
C(27)-C(26)-Ru(2)
C(32)-C(26)-Ru(2)
C(28)-C(27)-C(26)
C(28)-C(27)-Ru(2)
C(26)-C(27)-Ru(2)
C(28)-C(27)-H(27)
C(26)-C(27)-H(27)
Ru(2)-C(27)-H(27)
C(27)-C(28)-C(29)
C(27)-C(28)-Ru(2)
C(29)-C(28)-Ru(2)
C(27)-C(28)-H(28)
C(29)-C(28)-H(28)
Ru(2)-C(28)-H(28)
C(28)-C(29)-C(30)
C(28)-C(29)-C(33)
C(30)-C(29)-C(33)
C(28)-C(29)-Ru(2)
C(30)-C(29)-Ru(2)
C(33)-C(29)-Ru(2)
C(31)-C(30)-C(29)
C(31)-C(30)-Ru(2)
C(29)-C(30)-Ru(2)
C(31)-C(30)-H(30)

125(4)
109.5(5)
138.8(6)
111.7(5)
126.9(6)
116.6
116.6
119.9(6)
123.4(5)
116.7(4)
115.1(6)
124.8(7)
120.1(7)
70.3(3)
69.3(4)
127.4(5)
122.9(6)
74.0(4)
71.9(3)
118.6
118.6
127.7
120.5(7)
69.2(4)
74.5(4)
119.8
119.8
128.9
119.0(7)
119.6(7)
121.4(7)
69.7(4)
69.8(4)
130.7(5)
121.2(6)
69.4(3)
73.9(4)
123(3)



C(29)-C(30)-H(30)
Ru(2)-C(30)-H(30)
C(30)-C(31)-C(26)
C(30)-C(31)-Ru(2)
C(26)-C(31)-Ru(2)
C(30)-C(31)-H(31)
C(26)-C(31)-H(31)
Ru(2)-C(31)-H(31)
C(34)-C(32)-C(26)
C(34)-C(32)-C(35)
C(26)-C(32)-C(35)
C(34)-C(32)-H(32)
C(26)-C(32)-H(32)
C(35)-C(32)-H(32)
C(29)-C(33)-H(33C)
C(29)-C(33)-H(33D)
H(33C)-C(33)-H(33D)
C(29)-C(33)-H(33E)
H(33C)-C(33)-H(33E)
H(33D)-C(33)-H(33E)
C(32)-C(34)-H(34A)
C(32)-C(34)-H(34B)
H(34A)-C(34)-H(34B)
C(32)-C(34)-H(34C)
H(34A)-C(34)-H(34C)
H(34B)-C(34)-H(34C)
C(32)-C(35)-H(35A)
C(32)-C(35)-H(35B)
H(35A)-C(35)-H(35B)
C(32)-C(35)-H(35C)
H(35A)-C(35)-H(35C)
H(35B)-C(35)-H(35C)
0(22)-C(40)-C(41)
0(22)-C(40)-N(20)
C(41)-C(40)-N(20)
C(40)-C(41)-C(42)
C(40)-C(41)-H(41)
C(42)-C(41)-H(41)

116(3)
130(3)
121.3(6)
73.5(3)
71.7(3)
119.3
119.4
127.7
113.6(7)
112.5(8)
109.1(7)
107.1
107.1
107.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
112.9(5)
115.9(5)
131.2(6)
105.5(6)
127(4)
128(4)



C(43)-C(42)-C(41)
C(43)-C(42)-H(42)
C(41)-C(42)-H(42)
C(42)-C(43)-0(22)
C(42)-C(43)-C(44)
0(22)-C(43)-C(44)
N(21)-C(44)-C(43)
N(21)-C(44)-H(44)
C(43)-C(44)-H(44)
N(22)-C(45)-N(23)
N(22)-C(45)-S(3)

N(23)-C(45)-S(3)

C(47)-C(46)-C(51)
C(47)-C(46)-C(52)
C(51)-C(46)-C(52)
C(47)-C(46)-Ru(3)
C(51)-C(46)-Ru(3)
C(52)-C(46)-Ru(3)
C(48)-C(47)-C(46)
C(48)-C(47)-Ru(3)
C(46)-C(47)-Ru(3)
C(48)-C(47)-H(47)
C(46)-C(47)-H(47)
Ru(3)-C(47)-H(47)
C(47)-C(48)-C(49)
C(47)-C(48)-Ru(3)
C(49)-C(48)-Ru(3)
C(47)-C(48)-H(48)
C(49)-C(48)-H(48)
Ru(3)-C(48)-H(48)
C(48)-C(49)-C(50)
C(48)-C(49)-C(53)
C(50)-C(49)-C(53)
C(48)-C(49)-Ru(3)
C(50)-C(49)-Ru(3)
C(53)-C(49)-Ru(3)
C(51)-C(50)-C(49)
C(51)-C(50)-Ru(3)

107.2(6)
125(4)
127(4)

109.6(5)

138.5(6)

111.8(5)

126.3(5)

116.9

116.8

120.5(5)

123.2(5)

116.4(4)

117.3(6)

121.8(6)

120.9(6)

70.3(3)
69.2(4)
130.7(4)
120.3(6)
69.6(3)
73.3(4)

119.8

119.8

129.6

123.3(6)

73.4(3)
73.2(3)
113(3)
122(4)
115(3)

115.5(6)

122.0(6)

122.4(6)

69.6(3)
69.6(3)
132.6(4)
122.1(6)
72.5(4)



C(49)-C(50)-Ru(3)
C(51)-C(50)-H(50)
C(49)-C(50)-H(50)
Ru(3)-C(50)-H(50)
C(50)-C(51)-C(46)
C(50)-C(51)-Ru(3)
C(46)-C(51)-Ru(3)
C(50)-C(51)-H(51)
C(46)-C(51)-H(51)
Ru(3)-C(51)-H(51)

C(46)-C(52)-H(52A)
C(46)-C(52)-H(52B)
H(52A)-C(52)-H(52B)
C(46)-C(52)-H(52C)
H(52A)-C(52)-H(52C)
H(52B)-C(52)-H(52C)

C(55)-C(53)-C(54)
C(55)-C(53)-C(49)
C(54)-C(53)-C(49)
C(55)-C(53)-H(53)
C(54)-C(53)-H(53)
C(49)-C(53)-H(53)

C(53)-C(54)-H(54A)
C(53)-C(54)-H(54B)
H(54A)-C(54)-H(54B)
C(53)-C(54)-H(54C)
H(54A)-C(54)-H(54C)
H(54B)-C(54)-H(54C)
C(53)-C(55)-H(55A)
C(53)-C(55)-H(55B)
H(55A)-C(55)-H(55B)
C(53)-C(55)-H(55C)
H(55A)-C(55)-H(55C)
H(55B)-C(55)-H(55C)

C(61)-C(60)-0(32)
C(61)-C(60)-N(30)
0(32)-C(60)-N(30)
C(60)-C(61)-C(62)

72.8(3)
120(4)
118(4)
122(4)

121.4(6)
70.8(4)
73.7(4)

119.3

119.3

128.4

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

112.3(8)

113.4(6)

113.1(6)

105.7

105.7

105.7

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

113.5(5)

130.9(6)

115.6(5)

106.0(6)



C(60)-C(61)-H(61)
C(62)-C(61)-H(61)
C(63)-C(62)-C(61)
C(63)-C(62)-H(62)
C(61)-C(62)-H(62)
C(62)-C(63)-0(32)
C(62)-C(63)-C(64)
0(32)-C(63)-C(64)
N(31)-C(64)-C(63)
N(31)-C(64)-H(64)
C(63)-C(64)-H(64)
N(32)-C(65)-N(33)
N(32)-C(65)-S(4)

N(33)-C(65)-S(4)

C(67)-C(66)-C(71)
C(67)-C(66)-C(72)
C(71)-C(66)-C(72)
C(67)-C(66)-Ru(4)
C(71)-C(66)-Ru(4)
C(72)-C(66)-Ru(4)
C(66)-C(67)-C(68)
C(66)-C(67)-Ru(4)
C(68)-C(67)-Ru(4)
C(66)-C(67)-H(67)
C(68)-C(67)-H(67)
Ru(4)-C(67)-H(67)
C(69)-C(68)-C(67)
C(69)-C(68)-Ru(4)
C(67)-C(68)-Ru(4)
C(69)-C(68)-H(68)
C(67)-C(68)-H(68)
Ru(4)-C(68)-H(68)
C(68)-C(69)-C(70)
C(68)-C(69)-C(73)
C(70)-C(69)-C(73)
C(68)-C(69)-Ru(4)
C(70)-C(69)-Ru(4)
C(73)-C(69)-Ru(4)

127.0
127.0
106.5(6)
124(4)
129(4)
109.1(5)
138.0(6)
112.9(5)
126.8(6)
124(3)
109(3)
120.0(5)
123.6(4)
116.4(4)
118.6(5)
121.1(6)
120.3(6)
70.6(3)
70.9(3)
128.0(4)
120.6(5)
72.8(3)
70.2(3)
119.7
119.7
129.8
121.4(6)
72.4(3)
71.8(3)
119.3
119.3
128.8
116.3(5)
123.7(5)
120.0(5)
70.0(3)
70.9(3)
126.3(4)



C(71)-C(70)-C(69) 122.6(6)

C(71)-C(70)-Ru(4) 72.3(3)
C(69)-C(70)-Ru(4) 71.5(3)
C(71)-C(70)-H(70) 118(3)
C(69)-C(70)-H(70) 119(3)
Ru(4)-C(70)-H(70) 122(3)
C(70)-C(71)-C(66) 120.4(6)
C(70)-C(71)-Ru(4) 71.2(3)
C(66)-C(71)-Ru(4) 71.8(3)
C(66)-C(71)-H(71) 119.8
Ru(4)-C(71)-H(71) 129.6
C(66)-C(72)-H(72A) 109.5
C(66)-C(72)-H(72B) 109.5
H(72A)-C(72)-H(72B) 109.5
C(66)-C(72)-H(72C) 109.5
H(72A)-C(72)-H(72C) 109.5
H(72B)-C(72)-H(72C) 109.5
C(69)-C(73)-C(74) 113.9(5)
C(69)-C(73)-C(75) 110.8(5)
C(74)-C(73)-C(75) 110.2(5)
C(69)-C(73)-H(73) 107(3)
C(74)-C(73)-H(73) 105(3)
C(75)-C(73)-H(73) 110(3)
C(73)-C(74)-H(74A) 109.5
C(73)-C(74)-H(74B) 109.5
H(74A)-C(74)-H(74B) 109.5
C(73)-C(74)-H(74C) 109.5
H(74A)-C(74)-H(74C) 109.5
H(74B)-C(74)-H(74C) 109.5
C(73)-C(75)-H(75A) 109.5
C(73)-C(75)-H(75B) 109.5
H(75A)-C(75)-H(75B) 109.5
C(73)-C(75)-H(75C) 109.5
H(75A)-C(75)-H(75C) 109.5
H(75B)-C(75)-H(75C) 109.5

O(14W)-0O(16W)-O(10W)  51.2(17)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 10%) for RuL1. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... +2hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Ru(1) 14(1) 22(1) 25(1) -5(1) 6(1) 2(1)
Ru(2) 16(1) 27(1) 37(1) -13(1) 11(1) -5(1)
Ru(3) 17(1) 20(1) 33(1) -7(1) 11(1) -4(1)
Ru(4) 15(1) 22(1) 23(1) -5(1) 7(1) -4(1)
S(1) 17(1) 23(1) 31(1) -4(1) 6(1) (1)
S(2) 19(1) 35(1) 27(1) -7(1) 9(1) -7(1)
S(3) 20(1) 27(1) 25(1) -5(1) 9(1) -6(1)
S(4) 19(1) 24(1) 26(1) -4(1) (1) -1(1)
o(1) 34(3) 37(3) 51(3) 42) 42) 15(2)
0(2) 54(3) 16(3) 56(3) 12) 29(3) 0(2)
0(3) 20(2) 20(2) 31(2) 2(2) 8(2) 3(2)
0(10) 20(2) 26(3) 44(3) 3(2) 2(2) 5(2)
o(11) 36(3) 20(3) 42(3) 0(2) -1(2) -13(2)
0(12) 16(2) 212) 28(2) 2(2) 5(2) -12)
0(20) 413) 21(3) 42(3) 0(2) 6(2) -12(2)
0(21) 23(2) 30(3) 35(3) 12) 42) -1(2)
0(22) 20(2) 16(2) 28(2) -1(2) 5(2) -12)
0(30) 48(3) 19(3) 58(3) 2(2) 28(2) 2(2)
0(31) 44(3) 413) 44(3) 12) 73) 16(2)
0(32) 22(2) 22(2) 33(2) -12) 4(2) 4(2)
N(1) 38(3) 20(3) 34(3) 10(2) 19(3) 3(2)
N(Q2) 14(2) 21(3) 26(3) -1(2) 6(2) 0(2)
N@) 16(3) 25(3) 27(3) -7(2) 7(2) 2(2)
N(4) 21(3) 22(3) 32(3) 2(2) 0(2) 0(2)
N(10) 173) 30(3) 28(3) 0(2) 5(2) -4(2)
N(11) 19(3) 28(3) 28(3) -6(2) 112) -4(2)
N(12) 24(3) 25(3) 31(3) 2(2) 9(2) -3(2)
N(13) 28(3) 34(3) 38(3) 6(3) 3(3) -10(3)
N(20) 25(3) 24(3) 27(3) 0(2) 112) -7(2)
N@21) 19(3) 173) 30(3) -5(2) 8(2) 2(2)
N(22) 20(3) 22(3) 30(3) 12) 6(2) 2(2)
N(@23) 25(3) 38(3) 30(3) 6(3) 3(2) 3(2)

N(30) 29(3) 31(3) 41(4) 6(3) 20(3) 13)



N(@31)
N(32)
N(33)
C(1)

C(2)

C(3)

C(4)

C(5)

C(6)

C(7)

C(8)

C©)

C(10)
c(11)
C(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
C(20)
C@21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
c@27)
C(28)
C(29)
C(30)
c(31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(40)
C(41)
C(42)

17(3)
15(3)
24(3)
30(4)
32(4)
23(4)
14(3)
17(3)
20(3)
24(3)
20(3)
16(3)
15(3)
15(3)
12(3)
23(3)
27(4)
49(5)
39(4)
21(3)
28(4)
25(4)
15(3)
18(3)
24(3)
32(4)
20(4)
39(4)
45(5)
19(3)
18(3)
54(5)
101(7)
109(8)
58(6)
22(3)
35(4)
15(3)

26(3)
26(3)
26(3)
19(3)
23(4)
27(4)
27(3)
31(4)
27(4)
25(4)
14(3)
26(4)
33(4)
27(4)
34(4)
42(4)
40(4)
73(6)
56(5)
21(3)
20(3)
29(4)
30(4)
26(3)
38(4)
50(5)
53(5)
42(5)
23(4)
34(4)
32(4)
68(6)
28(4)
83(7)
112(8)
18(3)
18(4)
27(4)

25(3)
23(3)
35(3)
27(3)
37(4)
33(4)
28(3)
20(3)
22(3)
31(4)
46(4)
37(4)
31(4)
35(4)
30(4)
31(4)
28(4)
34(4)
31(4)
27(3)
37(4)
33(4)
25(3)
33(4)
23(3)
32(4)
64(5)
72(6)
74(6)
37(4)
32(4)
53(5)
101(7)
48(6)
48(5)
29(4)
31(4)
30(4)

0(2)
-4(2)
-5(2)
13)
-4(3)
2(3)
13)
-4(3)
13)
-7(3)
-2(3)
-3(3)
-7(3)
-3(3)
-1(3)
0(3)
3(3)
19(4)
-2(3)
2(3)
2(3)
6(3)
-3(3)
-3(3)
-2(3)

-14(3)
-47(4)
-21(4)
-10(4)
-14(3)

9(3)

-14(4)

8(5)
21(5)
-8(5)
2(3)
3(3)
33)

6(2)
0(2)
0(2)
14(3)
14(3)
4(3)
7G)
23)
8(3)
93)
12(3)
6(3)
10(3)
93)
50)
303)
6(3)
13(4)
-103)
10(3)
7G)
23)
43)
11(3)
13(3)
13(3)
93)
31(4)
37(4)
12(3)
10(3)
20(4)
70(6)
19(5)
16(4)
7G)
10(3)
23)

-2(2)
-2(2)
6(2)
3(3)
-7(3)
2(3)
4(3)
4(3)
2(3)
-8(3)
-7(3)
-5(3)

-10(3)

e

-12(3)

7(3)
-13)

-12(4)

4(4)
-5(3)
0(3)
2(3)
-4(3)
-3(3)
-4(3)
6(3)
-6(3)
-7(4)
4(3)
7(3)
03)
12(4)
6(4)

-10(6)

24(5)
-3(3)
-2(3)

13)



C(43)
C(44)
C(45)
C(46)
C(47)
C(48)
C(49)
C(50)
c(51)
C(52)
C(53)
C(54)
C(55)
C(60)
c(61)
C(62)
C(63)
C(64)
C(65)
C(66)
C(67)
C(68)
C(69)
C(70)
C(71)
C(72)
C(73)
C(74)
C(75)
CI(1)
Cl(2)
CI(3)
Cl(4)
O(1W)
0(2W)
03W)
O(4W)
O(5W)

19(3)
17(3)
25(3)
36(4)
24(3)
20(3)
22(3)
27(4)
28(4)
60(5)
37(4)

158(10)
50(6)
23(3)
28(4)
22(3)
21(3)
133)
17(3)
19(3)
19(3)
22(3)
19(3)
16(3)
18(3)
27(4)
26(3)
28(3)
34(4)
20(1)
37(1)
59(1)
39(1)
45(3)
98(5)
72(4)
76(4)
87(5)

24(3)
23(3)
28(4)
19(3)
25(4)
22(4)
32(4)
28(4)
22(4)
28(4)
54(5)
46(6)
199(13)
23(4)
28(4)
31(4)
30(4)
28(4)
27(3)
27(4)
18(3)
26(4)
30(4)
24(4)
38(4)
53(5)
24(4)
48(4)
43(4)
38(1)
65(1)
45(1)
38(1)
70(4)
67(4)
52(4)
75(4)
63(4)

28(3)
32(4)
29(4)
58(5)
38(4)
47(4)
37(4)
49(5)
69(5)
70(6)
35(4)
42(5)
41(5)
44(4)
40(4)
38(4)
26(3)
28(4)
24(3)
39(4)
38(4)
31(4)
28(3)
34(4)
20(3)
37(4)
27(3)
24(3)
33(4)
46(1)
33(1)
88(2)
66(1)
52(3)
86(5)
107(5)
58(4)
94(5)

-4(3)
-1(3)
-9(3)
-3(3)
-8(3)

-12(3)
-17(3)
24(3)
-13(3)

10(4)

22(3)

9(4)
4(7)
2(3)
-3(3)
-4(3)
5(3)
0(3)
-5(3)

-15(3)
-10(3)

-3(3)
-6(3)
-9(3)
-7(3)

-20(3)

2(3)
-4(3)

-13(3)

2(1)
0(1)
20(1)

-10(1)

1(3)
5(3)
12(3)
0(3)
13(3)

11(3)
11(3)
15(3)
31(4)
16(3)
18(3)
14(3)
11(3)
30(4)
36(4)
133)
21(6)
8(4)
15(3)
6(3)
8(3)
8(3)
43)
50)
12(3)
14(3)
15(3)
11(3)
8(3)
23)
18(3)
13(3)
11(3)
21(3)
7(1)
3()
31(1)
6(1)
50)
51(4)
40(4)
6(3)
45(4)

-5(3)
3(3)
-7(3)
2(3)
4(3)
-5(3)
-2(3)
-6(3)
-7(3)
11(4)
-6(3)

-16(6)

-9(7)
3(3)
-7(3)
-3(3)
8(3)
2(3)
13)

-12(3)

-5(2)
-9(3)
-5(3)
-3(3)

-14(3)
-15(3)

-4(3)
13)
03)
-2(1)

-11(1)

17(1)
-8(1)
3(3)
0(4)
4(3)
9(3)
-8(3)



0(6W)
O(7W)
O(8W)
0(9W)
O(10W)
O(11W)
0(12W)
O(13W)
O(14W)
O(15W)

94(5)
116(6)
143(7)
134(7)
111(10)
105(6)
232(11)
440(20)
192(15)
460(40)

45(4)
89(5)
110(6)
100(6)
600(40)
133(7)
70(5)
186(12)
760(50)
770(60)

85(5)
104(6)
78(5)
105(6)
275(18)
126(7)
116(7)
135(10)
310(20)
440(40)

16(3)
26(4)
50(4)
14(5)
140(20)
6(5)
-1(5)
17(9)
370(30)
-360(40)

3(4)
60(5)
-59(5)
-10(5)

-38(10)

56(5)
87(7)
81(13)
0(13)
90(30)

-18(3)
9(4)
-70(5)
-30(5)
-58(15)
-25(5)
-19(6)
164(15)
0(20)
-50(40)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 3)

for RuL1.
X y zZ U(eq)

H(4A) 8794 1010 5025 32
H(4B) 8639 1573 5165 32
H(13A) 10455 200 8165 42
H(13B) 10984 631 8461 42
H(33A) 6189 3902 9906 36
H(33B) 6384 3339 9812 36
H(10) 11889 1558 6144 31
H(11) 12366 1313 7368 30
H(13C) 12296 1359 8626 49
H(13D) 11904 1840 8852 49
H(13E) 12690 1905 8849 49
H(15A) 11573 3142 5651 78
H(15B) 11311 2962 4824 78
H(15C) 11991 2703 5375 78
H(16A) 11398 1795 4997 67
H(16B) 10725 2083 4477 67
H(16C) 10650 1695 5090 67
H(21) 7913 =754 6143 35
H(24) 8116 1280 6372 30
H(27) 9845 2611 8526 56
H(28) 9657 3069 7445 57
H(31) 7999 1804 7638 33
H(32) 9597 1734 9078 69
H(@33C) 8310 3352 6196 101
H(33D) 8366 2823 5785 101
H(33E) 9051 3158 6164 101
H(34A) 8189 1481 8868 122
H(34B) 8861 1165 9339 122
H(34C) 8660 1175 8478 122
H(35A) 9316 2555 9538 109
H(35B) 9255 2069 10029 109
H(35C) 8567 2324 9486 109



H(44)
H(47)
H(51)
H(52A)
H(52B)
H(52C)
H(53)
H(54A)
H(54B)
H(54C)
H(55A)
H(55B)
H(55C)
H(61)
H(67)
H(68)
H(71)
H(72A)
H(72B)
H(72C)
H(74A)
H(74B)
H(74C)
H(75A)
H(75B)
H(75C)
H(41)
H(48)
H(73)
H(22)
H(2)
H(30)
H(8)
H(7)
H(14)
H(70)
H(42)
H(62)

6945
7338
5558
6851
6085
6744
6600
6495
7041
6281
5213
5455
5564
4683
4039
3984
2847
3935
3564
3106
3985
3989
4431
2269
2649
2651
6890(30)
7120(30)
3390(20)
8810(30)

10160(30)
7760(30)

11050(30)

11440(30)

10590(30)
2840(30)
6020(30)
5240(40)

3637
2614
1745
1570
1765
2127
2611
3516
3401
3616
2932
2390
2923
5871
1920
2317
3118
2014
2518
2028
2775
3370
3198
3221
3348
2765
5660(20)
3010(20)
3620(20)
-120(20)

-1090(20)
2300(20)
2850(20)
2580(20)
2570(20)
3500(20)
4960(20)
4900(30)

8621
8591
7672
9065
9012
9384
5925
5651
6429
6363
5722
5471
5093
9190
7906
8998
6729
6618
6180
6267

10047

10294
9780
8970
9804
9510
8610(30)
7520(30)
9130(30)
6860(30)
5820(30)
6480(30)
6790(30)
7940(30)
5440(30)
7800(30)
7950(30)
9190(40)

28
33
44
74
74
74
50
127
127
127
147
147
147
40
29
30
31
56
56
56
49
49
49
52
52
52
21(16)
2(13)
7(13)
12(15)
14(14)
25(15)
26(17)
17(15)
25(16)
10(14)
23(16)
50(20)



H(64) 3640(30) 4240(20) 7690(30) 12(14)
HQ3) 9810(40) -100(30) 5820(40) 50(20)
H(50) 5410(30) 2150(20) 6540(40) 38(18)
H(5) 11380(30) 610(19) 7100(30) 9(13)




Table 6. Torsion angles [°] for RuL1.

N(2)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(8)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(10)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(7)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(9)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(11)-Ru(1)-S(1)-C(6)
C(12)-Ru(1)-S(1)-C(6)
S(2)-Ru(1)-S(1)-C(6)
N(2)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(8)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(10)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(7)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(9)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(11)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
C(12)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
S(2)-Ru(1)-S(1)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(27)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(31)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(26)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(28)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(30)-Ru(2)-S(1)-C(6)
C(29)-Ru(2)-S(1)-C(6)
S(2)-Ru(2)-S(1)-C(6)
N(11)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(27)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(31)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(26)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(28)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(30)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
C(29)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
S(2)-Ru(2)-S(1)-Ru(1)
N(11)-Ru(2)-S(2)-C(25)
C(27)-Ru(2)-S(2)-C(25)
C(31)-Ru(2)-S(2)-C(25)
C(26)-Ru(2)-S(2)-C(25)

-6.9(2)
145.2(3)
81.03)
174.4(3)
107.4(2)
83.5(5)
-176.5(4)
97.75(19)
101.11(13)

-106.72(17)
-170.94(19)

-77.51(19)

-144.56(16)

-168.5(4)
-68.4(3)
10.29(5)

7.5(2)
173.1(3)
-81.3(4)

-175.3(7)

-163.13)
-96.6(3)

-127.8(3)
88.2(2)

-91.34(14)
74.3(3)
179.9(3)
85.9(7)
98.1(2)

164.59(18)

133.37(19)

-10.64(5)
-7.9(2)
134.7(3)
74.3(3)
96.6(3)



C(28)-Ru(2)-S(2)-C(25)
C(30)-Ru(2)-S(2)-C(25)
C(29)-Ru(2)-S(2)-C(25)
S(1)-Ru(2)-S(2)-C(25)
N(11)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(27)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(31)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(26)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(28)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(30)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
C(29)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
S(1)-Ru(2)-S(2)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(8)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(10)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(7)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(9)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(11)-Ru(1)-S(2)-C(25)
C(12)-Ru(1)-S(2)-C(25)
S(1)-Ru(1)-S(2)-C(25)
N(2)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(8)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(10)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(7)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(9)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(11)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
C(12)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
S(1)-Ru(1)-S(2)-Ru(2)
N(21)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(48)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(50)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(51)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(49)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(47)-Ru(3)-S(3)-C(45)
C(46)-Ru(3)-S(3)-C(45)
S(4)-Ru(3)-S(3)-C(45)
N(21)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(48)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)

166.6(3)
100.5(7)
-179.9(4)
-97.85(19)
100.28(14)
-117.2(2)
-177.5(2)

-155.26(19)

-85.3(2)
-151.4(7)
-71.7(3)
10.29(5)
7.8(2)
177.5(3)
-88.9(4)
-155.1(3)
172.4(4)
-91.9(3)
-117.7(3)
88.6(2)
-91.39(13)
78.3(2)
171.8(4)
105.71(17)
73.1(4)
168.91(17)
143.09(16)
-10.60(5)
9.2(2)
-74.1(3)
-132.4(3)
-165.2(3)
-95.8(2)
-103.0(8)
176.9(3)
99.87(19)
-99.67(14)
177.1(2)



C(50)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(51)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(49)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(47)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
C(46)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)
S(4)-Ru(3)-S(3)-Ru(4)

N(31)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(68)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(67)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(70)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(69)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(71)-Ru(4)-S(3)-C(45)
C(66)-Ru(4)-S(3)-C(45)
S(4)-Ru(4)-S(3)-C(45)

N(31)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(68)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(67)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(70)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(69)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(71)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
C(66)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)
S(4)-Ru(4)-S(3)-Ru(3)

N(31)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(68)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(67)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(70)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(69)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(71)-Ru(4)-S(4)-C(65)
C(66)-Ru(4)-S(4)-C(65)
S(3)-Ru(4)-S(4)-C(65)

N(31)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(68)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(67)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(70)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(69)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(71)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
C(66)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)
S(3)-Ru(4)-S(4)-Ru(3)

118.76(19)
85.90(19)
155.36(17)
148.2(8)
68.0(3)
-8.99(5)
9.9(2)
-171.3(3)
174.7(3)
85.5(3)
102.5(6)
107.2(3)
143.43)
-90.8(2)
90.15(13)
-71.2(3)
-85.19(17)
-174.42)
-157.4(6)

-152.67(17)
-116.49(17)

9.26(5)
7.8(2)
-115.22)
-152.8(2)
-74.3(4)
-83.7(3)
-169.5(5)
-177.7(3)
100.1(2)

-101.29(13)

135.78(16)
98.18(15)
176.6(3)
167.29(17)
81.4(5)
73.22)
-8.98(5)



N(21)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(48)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(50)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(51)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(49)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(47)-Ru(3)-S(4)-C(65)
C(46)-Ru(3)-S(4)-C(65)
S(3)-Ru(3)-S(4)-C(65)
N(21)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(48)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(50)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(51)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(49)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(47)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(46)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
S(3)-Ru(3)-S(4)-Ru(4)
C(8)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(10)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(7)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(9)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(11)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(12)-Ru(1)-N(2)-C(5)
S(1)-Ru(1)-N(2)-C(5)
S(2)-Ru(1)-N(2)-C(5)
C(8)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(10)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(7)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(9)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(11)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(12)-Ru(1)-N(2)-N(3)
S(1)-Ru(1)-N(2)-N(3)
S(2)-Ru(1)-N(2)-N(3)
C(5)-N(2)-N(3)-C(6)
Ru(1)-N(2)-N(3)-C(6)
C(27)-Ru(2)-N(11)-C(24)
C(31)-Ru(2)-N(11)-C(24)
C(26)-Ru(2)-N(11)-C(24)
C(28)-Ru(2)-N(11)-C(24)

9.6(2)
82.4(4)
-175.8(3)
161.8(3)
166.3(6)
94.8(3)
125.7(3)
-90.0(2)
89.73(13)
-178.3(3)
-76.5(2)

-98.89(19)

-94.4(6)

-165.89(16)
-134.99(17)

9.27(5)
113.5(6)
68.8(5)
6.6(10)
101.2(5)
31.9(5)
5.0(5)
-169.2(5)
-86.0(4)
-67.0(6)
-111.7(4)
-173.9(6)
-79.3(4)
-148.6(4)
-175.5(4)
10.3(4)
93.5(4)
170.4(5)
-9.2(6)
110.9(5)
57.7(5)
93.0(5)
36.6(15)



C(30)-Ru(2)-N(11)-C(24)
C(29)-Ru(2)-N(11)-C(24)
S(2)-Ru(2)-N(11)-C(24)

S(1)-Ru(2)-N(11)-C(24)

C(27)-Ru(2)-N(11)-N(12)
C(31)-Ru(2)-N(11)-N(12)
C(26)-Ru(2)-N(11)-N(12)
C(28)-Ru(2)-N(11)-N(12)
C(30)-Ru(2)-N(11)-N(12)
C(29)-Ru(2)-N(11)-N(12)
S(2)-Ru(2)-N(11)-N(12)

S(1)-Ru(2)-N(11)-N(12)

C(24)-N(11)-N(12)-C(25)
Ru(2)-N(11)-N(12)-C(25)
C(48)-Ru(3)-N(21)-C(44)
C(50)-Ru(3)-N(21)-C(44)
C(51)-Ru(3)-N(21)-C(44)
C(49)-Ru(3)-N(21)-C(44)
C(47)-Ru(3)-N(21)-C(44)
C(46)-Ru(3)-N(21)-C(44)
S(3)-Ru(3)-N(21)-C(44)

S(4)-Ru(3)-N(21)-C(44)

C(48)-Ru(3)-N(21)-N(22)
C(50)-Ru(3)-N(21)-N(22)
C(51)-Ru(3)-N(21)-N(22)
C(49)-Ru(3)-N(21)-N(22)
C(47)-Ru(3)-N(21)-N(22)
C(46)-Ru(3)-N(21)-N(22)
S(3)-Ru(3)-N(21)-N(22)

S(4)-Ru(3)-N(21)-N(22)

C(44)-N(21)-N(22)-C(45)
Ru(3)-N(21)-N(22)-C(45)
C(68)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(67)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(70)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(69)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(71)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(66)-Ru(4)-N(31)-C(64)

22.8(5)
2.0(6)
-171.3(5)
-87.7(4)
-66.6(5)
-119.8(4)
-84.5(4)

-141.0(13)

-154.8(4)
-175.5(4)
11.2(4)
94.8(4)
172.7(5)
-9.6(6)
-58.6(5)
-111.8(5)
-41.5(15)
-93.3(5)
-23.3(5)
-1.6(6)
168.0(4)
85.5(4)
119.9(4)
66.7(5)
137.0(12)
85.2(4)
155.1(4)
176.9(4)
-13.5(4)
-96.0(4)
-169.4(5)
12.0(6)
-101.8(5)
-102.4(7)
-37.2(5)
-74.9(5)
-7.8(5)
3.2(7)



S(4)-Ru(4)-N(31)-C(64)
S(3)-Ru(4)-N(31)-C(64)
C(68)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(67)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(70)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(69)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(71)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(66)-Ru(4)-N(31)-N(32)
S(4)-Ru(4)-N(31)-N(32)
S(3)-Ru(4)-N(31)-N(32)
C(64)-N(31)-N(32)-C(65)
Ru(4)-N(31)-N(32)-C(65)
C(4)-0(3)-C(1)-C(2)
C(4)-0(3)-C(1)-N(1)
O(2)-N(1)-C(1)-0(3)
O(1)-N(1)-C(1)-0(3)
0(2)-N(1)-C(1)-C(2)
O(1)-N(1)-C(1)-C(2)
0(3)-C(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)-0(3)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(1)-0(3)-C(4)-C(3)
C(1)-0(3)-C(4)-C(5)
N(3)-N(2)-C(5)-C(4)
Ru(1)-N(2)-C(5)-C(4)
C(3)-C(4)-C(5)-N(2)
0(3)-C(4)-C(5)-N(2)
N(2)-N(3)-C(6)-N(4)
N(2)-N(3)-C(6)-S(1)
Ru(1)-S(1)-C(6)-N(3)
Ru(2)-S(1)-C(6)-N(3)
Ru(1)-S(1)-C(6)-N(4)
Ru(2)-S(1)-C(6)-N(4)
N(2)-Ru(1)-C(7)-C(8)
C(10)-Ru(1)-C(7)-C(8)
C(9)-Ru(1)-C(7)-C(8)

173.2(5)
91.1(5)
73.5(4)
72.9(7)
138.1(4)
100.4(4)
167.5(4)
178.5(4)
-11.5(4)
-93.6(4)

-173.8(5)

10.5(6)
-0.4(6)
179.3(5)

-168.9(5)

11.3(7)
10.7(9)

-169.1(6)

0.5(7)

-179.1(6)

0.4(7)
0.1(7)
179.7(7)
0.2(6)

-179.5(5)

2.2(9)
177.4(5)
-6.0(12)
173.6(5)
179.4(5)
0.7(7)
5.9(5)
-92.2(5)

-172.8(4)

89.0(4)
130.5(7)
66.4(4)
28.6(4)



C(11)-Ru(1)-C(7)-C(8)
C(12)-Ru(1)-C(7)-C(8)
S(1)-Ru(1)-C(7)-C(8)
S(2)-Ru(1)-C(7)-C(8)
N(2)-Ru(1)-C(7)-C(12)
C(8)-Ru(1)-C(7)-C(12)
C(10)-Ru(1)-C(7)-C(12)
C(9)-Ru(1)-C(7)-C(12)
C(11)-Ru(1)-C(7)-C(12)
S(1)-Ru(1)-C(7)-C(12)
S(2)-Ru(1)-C(7)-C(12)
C(12)-C(7)-C(8)-C(9)
Ru(1)-C(7)-C(8)-C(9)
C(12)-C(7)-C(8)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-C(8)-C(7)
C(10)-Ru(1)-C(8)-C(7)
C(9)-Ru(1)-C(8)-C(7)
C(11)-Ru(1)-C(8)-C(7)
C(12)-Ru(1)-C(8)-C(7)
S(1)-Ru(1)-C(8)-C(7)
S(2)-Ru(1)-C(8)-C(7)
N(2)-Ru(1)-C(8)-C(9)
C(10)-Ru(1)-C(8)-C(9)
C(7)-Ru(1)-C(8)-C(9)
C(11)-Ru(1)-C(8)-C(9)
C(12)-Ru(1)-C(8)-C(9)
S(1)-Ru(1)-C(8)-C(9)
S(2)-Ru(1)-C(8)-C(9)
C(7)-C(8)-C(9)-C(10)
Ru(1)-C(8)-C(9)-C(10)
C(7)-C(8)-C(9)-C(14)
Ru(1)-C(8)-C(9)-C(14)
C(7)-C(8)-C(9)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(8)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(7)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(11)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(10)

103.0(4)
132.6(6)
-54.1(4)

-137.1(4)

2.109)

-132.6(6)

-66.2(4)

-104.1(4)

-29.7(3)
173.3(3)
90.3(3)
2.4(9)
-53.4(5)
55.8(5)

-152.1(4)
-102.5(4)
-133.7(6)

-65.3(4)
-29.0(4)
133.4(4)
49.9(4)
-18.4(6)
31.23)
133.7(6)
68.4(4)
104.7(4)
-92.9(3)

-176.4(3)

-2.0(8)
-55.6(4)
177.0(5)
123.4(5)
53.6(5)
-60.7(4)
128.9(5)
100.9(4)
28.9(3)
64.2(3)



S(1)-Ru(1)-C(9)-C(10)
S(2)-Ru(1)-C(9)-C(10)
N(2)-Ru(1)-C(9)-C(8)
C(10)-Ru(1)-C(9)-C(8)
C(7)-Ru(1)-C(9)-C(8)
C(11)-Ru(1)-C(9)-C(8)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(8)
S(1)-Ru(1)-C(9)-C(8)
S(2)-Ru(1)-C(9)-C(8)
N(2)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(8)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(10)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(7)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(11)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(14)
S(1)-Ru(1)-C(9)-C(14)
S(2)-Ru(1)-C(9)-C(14)
C(8)-C(9)-C(10)-C(11)
C(14)-C(9)-C(10)-C(11)
Ru(1)-C(9)-C(10)-C(11)
C(8)-C(9)-C(10)-Ru(1)
C(14)-C(9)-C(10)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-C(10)-C(11)
C(8)-Ru(1)-C(10)-C(11)
C(7)-Ru(1)-C(10)-C(11)
C(9)-Ru(1)-C(10)-C(11)
C(12)-Ru(1)-C(10)-C(11)
S(1)-Ru(1)-C(10)-C(11)
S(2)-Ru(1)-C(10)-C(11)
N(2)-Ru(1)-C(10)-C(9)
C(8)-Ru(1)-C(10)-C(9)
C(7)-Ru(1)-C(10)-C(9)
C(11)-Ru(1)-C(10)-C(9)
C(12)-Ru(1)-C(10)-C(9)
S(1)-Ru(1)-C(10)-C(9)
S(2)-Ru(1)-C(10)-C(9)
C(9)-C(10)-C(11)-C(12)
Ru(1)-C(10)-C(11)-C(12)

-142.2(3)
136.4(4)
170.4(3)

-128.9(5)
-28.0(4)

-100.0(4)
-64.6(4)
89.0(3)

7.5(6)
56.3(6)

-114.1(7)
117.0(7)

-142.1(6)
145.9(6)

-178.8(6)
-25.1(5)

-106.6(6)

0.2(8)

-178.8(5)
-55.4(5)
55.6(4)

-123.5(5)

-100.3(4)
101.1(4)
64.3(4)
132.3(5)
27.2(3)
178.6(3)

-4.3(6)
127.4(3)
31.2(3)
-68.0(4)

-132.3(5)

-105.1(4)
46.3(4)

-136.6(4)

1.4(8)
-53.3(5)



C(9)-C(10)-C(11)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(8)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(10)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(7)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(9)-Ru(1)-C(11)-C(12)
S(1)-Ru(1)-C(11)-C(12)
S(2)-Ru(1)-C(11)-C(12)
N(2)-Ru(1)-C(11)-C(10)
C(8)-Ru(1)-C(11)-C(10)
C(7)-Ru(1)-C(11)-C(10)
C(9)-Ru(1)-C(11)-C(10)
C(12)-Ru(1)-C(11)-C(10)
S(1)-Ru(1)-C(11)-C(10)
S(2)-Ru(1)-C(11)-C(10)
C(10)-C(11)-C(12)-C(7)
Ru(1)-C(11)-C(12)-C(7)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13)
Ru(1)-C(11)-C(12)-C(13)
C(10)-C(11)-C(12)-Ru(1)
C(8)-C(7)-C(12)-C(11)
Ru(1)-C(7)-C(12)-C(11)
C(8)-C(7)-C(12)-C(13)
Ru(1)-C(7)-C(12)-C(13)
C(8)-C(7)-C(12)-Ru(1)
N(2)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(8)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(10)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(7)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(9)-Ru(1)-C(12)-C(11)
S(1)-Ru(1)-C(12)-C(11)
S(2)-Ru(1)-C(12)-C(11)
N(2)-Ru(1)-C(12)-C(7)
C(8)-Ru(1)-C(12)-C(7)
C(10)-Ru(1)-C(12)-C(7)
C(9)-Ru(1)-C(12)-C(7)
C(11)-Ru(1)-C(12)-C(7)
S(1)-Ru(1)-C(12)-C(7)

54.7(5)

-141.6(3)

67.3(4)
134.8(5)
30.5(3)
105.3(4)
131.3(4)
-47.3(4)
83.6(4)
-67.5(4)

-104.3(4)

-29.4(3)

-134.8(5)

3.4(7)
177.9(3)
-1.1(8)
-53.2(4)
176.2(5)
124.1(5)
52.1(5)
-0.8(8)
54.0(4)

-178.2(5)
-123.4(5)

-54.8(5)
49.0(4)

-101.6(4)

27.7(3)

-130.3(5)

-64.6(4)

-143.8(3)

139.3(3)
179.2(3)
28.7(4)
102.5(4)
65.6(4)
130.3(5)
-13.5(6)



S(2)-Ru(1)-C(12)-C(7)
N(2)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(8)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(10)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(7)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(9)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(11)-Ru(1)-C(12)-C(13)
S(1)-Ru(1)-C(12)-C(13)
S(2)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(10)-C(9)-C(14)-C(15)
C(8)-C(9)-C(14)-C(15)
Ru(1)-C(9)-C(14)-C(15)
C(10)-C(9)-C(14)-C(16)
C(8)-C(9)-C(14)-C(16)
Ru(1)-C(9)-C(14)-C(16)
C(23)-0(12)-C(20)-C(21)
C(23)-0(12)-C(20)-N(10)
O(11)-N(10)-C(20)-0(12)
0(10)-N(10)-C(20)-0(12)
O(11)-N(10)-C(20)-C(21)
0(10)-N(10)-C(20)-C(21)
0(12)-C(20)-C(21)-C(22)
N(10)-C(20)-C(21)-C(22)
C(20)-C(21)-C(22)-C(23)
C(21)-C(22)-C(23)-0(12)
C(21)-C(22)-C(23)-C(24)
C(20)-0(12)-C(23)-C(22)
C(20)-0(12)-C(23)-C(24)
N(12)-N(11)-C(24)-C(23)
Ru(2)-N(11)-C(24)-C(23)
C(22)-C(23)-C(24)-N(11)
0(12)-C(23)-C(24)-N(11)
N(11)-N(12)-C(25)-N(13)
N(11)-N(12)-C(25)-S(2)
Ru(2)-S(2)-C(25)-N(12)
Ru(1)-S(2)-C(25)-N(12)
Ru(2)-S(2)-C(25)-N(13)
Ru(1)-S(2)-C(25)-N(13)

-90.4(3)
-67.4(6)
142.1(6)

-144.1(6)

113.4(7)
179.0(6)

-116.4(7)

99.9(6)
23.0(6)

-100.3(7)

80.7(7)
169.3(5)
24.2(8)

-154.8(6)

-66.2(7)
0.9(6)

-178.8(5)

179.6(5)
0.6(7)
-0.1(9)

-179.1(6)

-0.8(7)
178.9(6)
0.3(7)
0.2(7)

-178.7(7)

-0.7(6)
178.6(5)
2.2(8)

-179.9(4)

2.2(12)
178.9(5)

-179.6(5)

0.1(7)
7.1(5)
-91.0(5)

-173.2(4)

88.6(5)



N(11)-Ru(2)-C(26)-C(31)
C(27)-Ru(2)-C(26)-C(31)
C(28)-Ru(2)-C(26)-C(31)
C(30)-Ru(2)-C(26)-C(31)
C(29)-Ru(2)-C(26)-C(31)
S(2)-Ru(2)-C(26)-C(31)

S(1)-Ru(2)-C(26)-C(31)

N(11)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(31)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(28)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(30)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(29)-Ru(2)-C(26)-C(27)
S(2)-Ru(2)-C(26)-C(27)

S(1)-Ru(2)-C(26)-C(27)

N(11)-Ru(2)-C(26)-C(32)
C(27)-Ru(2)-C(26)-C(32)
C(31)-Ru(2)-C(26)-C(32)
C(28)-Ru(2)-C(26)-C(32)
C(30)-Ru(2)-C(26)-C(32)
C(29)-Ru(2)-C(26)-C(32)
S(2)-Ru(2)-C(26)-C(32)

S(1)-Ru(2)-C(26)-C(32)

C(31)-C(26)-C(27)-C(28)
C(32)-C(26)-C(27)-C(28)
Ru(2)-C(26)-C(27)-C(28)
C(31)-C(26)-C(27)-Ru(2)
C(32)-C(26)-C(27)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-C(27)-C(28)
C(31)-Ru(2)-C(27)-C(28)
C(26)-Ru(2)-C(27)-C(28)
C(30)-Ru(2)-C(27)-C(28)
C(29)-Ru(2)-C(27)-C(28)
S(2)-Ru(2)-C(27)-C(28)

S(1)-Ru(2)-C(27)-C(28)

N(11)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(31)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(28)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(30)-Ru(2)-C(27)-C(26)

-69.6(4)
128.1(6)
100.2(4)
29.0(4)
64.8(4)

-152.0(4)

113.2(7)
162.3(4)

-128.1(6)

-27.9(4)
-99.1(5)
-63.4(4)
79.8(4)

-14.9(10)

49.6(7)

-112.6(8)

119.2(8)

-140.5(7)

148.2(7)

-176.0(7)

-32.8(7)

-127.5(7)

1.49)

178.4(6)
56.3(6)
-54.9(5)
122.1(6)

-161.6(4)
-101.9(4)
-133.4(6)

-64.5(4)
-28.6(4)
123.7(4)
42.0(5)
-28.2(6)
31.5(4)
133.4(6)
68.9(4)



C(29)-Ru(2)-C(27)-C(26)
S(2)-Ru(2)-C(27)-C(26)

S(1)-Ru(2)-C(27)-C(26)

C(26)-C(27)-C(28)-C(29)
Ru(2)-C(27)-C(28)-C(29)
C(26)-C(27)-C(28)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-C(28)-C(27)
C(31)-Ru(2)-C(28)-C(27)
C(26)-Ru(2)-C(28)-C(27)
C(30)-Ru(2)-C(28)-C(27)
C(29)-Ru(2)-C(28)-C(27)
S(2)-Ru(2)-C(28)-C(27)

S(1)-Ru(2)-C(28)-C(27)

N(11)-Ru(2)-C(28)-C(29)
C(27)-Ru(2)-C(28)-C(29)
C(31)-Ru(2)-C(28)-C(29)
C(26)-Ru(2)-C(28)-C(29)
C(30)-Ru(2)-C(28)-C(29)
S(2)-Ru(2)-C(28)-C(29)

S(1)-Ru(2)-C(28)-C(29)

C(27)-C(28)-C(29)-C(30)
Ru(2)-C(28)-C(29)-C(30)
C(27)-C(28)-C(29)-C(33)
Ru(2)-C(28)-C(29)-C(33)
C(27)-C(28)-C(29)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-C(29)-C(28)
C(27)-Ru(2)-C(29)-C(28)
C(31)-Ru(2)-C(29)-C(28)
C(26)-Ru(2)-C(29)-C(28)
C(30)-Ru(2)-C(29)-C(28)
S(2)-Ru(2)-C(29)-C(28)

S(1)-Ru(2)-C(29)-C(28)

N(11)-Ru(2)-C(29)-C(30)
C(27)-Ru(2)-C(29)-C(30)
C(31)-Ru(2)-C(29)-C(30)
C(26)-Ru(2)-C(29)-C(30)
C(28)-Ru(2)-C(29)-C(30)
S(2)-Ru(2)-C(29)-C(30)

104.8(4)

-102.9(4)

175.4(3)
0.9(10)
56.2(6)
-55.3(6)
89.0(14)
67.4(4)
29.3(4)
103.7(4)
132.0(6)
-61.8(4)

-147.5(4)
-43.0(15)
-132.0(6)

-64.6(4)

-102.7(5)

-28.2(4)
166.2(4)
80.6(4)
-2.5(10)
51.2(5)

-179.8(6)
-126.1(6)

-53.7(6)
169.0(4)
29.3(4)
104.7(5)
67.3(4)
133.4(6)
-22.2(6)

-102.0(4)

35.6(5)

-104.1(4)

-28.7(4)
-66.1(4)

-133.4(6)
-155.6(3)



S(1)-Ru(2)-C(29)-C(30)

N(11)-Ru(2)-C(29)-C(33)
C(27)-Ru(2)-C(29)-C(33)
C(31)-Ru(2)-C(29)-C(33)
C(26)-Ru(2)-C(29)-C(33)
C(28)-Ru(2)-C(29)-C(33)
C(30)-Ru(2)-C(29)-C(33)
S(2)-Ru(2)-C(29)-C(33)

S(1)-Ru(2)-C(29)-C(33)

C(28)-C(29)-C(30)-C(31)
C(33)-C(29)-C(30)-C(31)
Ru(2)-C(29)-C(30)-C(31)
C(28)-C(29)-C(30)-Ru(2)
C(33)-C(29)-C(30)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-C(30)-C(31)
C(27)-Ru(2)-C(30)-C(31)
C(26)-Ru(2)-C(30)-C(31)
C(28)-Ru(2)-C(30)-C(31)
C(29)-Ru(2)-C(30)-C(31)
S(2)-Ru(2)-C(30)-C(31)

S(1)-Ru(2)-C(30)-C(31)

N(11)-Ru(2)-C(30)-C(29)
C(27)-Ru(2)-C(30)-C(29)
C(31)-Ru(2)-C(30)-C(29)
C(26)-Ru(2)-C(30)-C(29)
C(28)-Ru(2)-C(30)-C(29)
S(2)-Ru(2)-C(30)-C(29)

S(1)-Ru(2)-C(30)-C(29)

C(29)-C(30)-C(31)-C(26)
Ru(2)-C(30)-C(31)-C(26)
C(29)-C(30)-C(31)-Ru(2)
C(27)-C(26)-C(31)-C(30)
C(32)-C(26)-C(31)-C(30)
Ru(2)-C(26)-C(31)-C(30)
C(27)-C(26)-C(31)-Ru(2)
C(32)-C(26)-C(31)-Ru(2)
N(11)-Ru(2)-C(31)-C(30)
C(27)-Ru(2)-C(31)-C(30)

124.6(4)
-78.9(8)
141.4(8)

-143.2(8)

179.4(8)
112.0(9)

-114.6(9)

89.8(8)
10.1(7)
1.7(9)
179.0(6)
52.9(5)
-51.2(5)
126.1(6)
71.7(4)
-68.9(4)
-29.7(4)

-105.3(4)
-133.2(6)

-33.8(9)
165.6(3)

-155.1(4)

64.3(4)
133.2(6)
103.5(5)
27.9(4)
99.4(8)
-61.2(4)
0.79)
55.7(5)
-55.0(5)
2.1(8)

-178.9(6)

-56.5(5)
54.3(5)

-122.4(7)
-112.6(4)

99.9(4)



C(26)-Ru(2)-C(31)-C(30)
C(28)-Ru(2)-C(31)-C(30)
C(29)-Ru(2)-C(31)-C(30)
S(2)-Ru(2)-C(31)-C(30)

S(1)-Ru(2)-C(31)-C(30)

N(11)-Ru(2)-C(31)-C(26)
C(27)-Ru(2)-C(31)-C(26)
C(28)-Ru(2)-C(31)-C(26)
C(30)-Ru(2)-C(31)-C(26)
C(29)-Ru(2)-C(31)-C(26)
S(2)-Ru(2)-C(31)-C(26)

S(1)-Ru(2)-C(31)-C(26)

C(31)-C(26)-C(32)-C(34)
C(27)-C(26)-C(32)-C(34)
Ru(2)-C(26)-C(32)-C(34)
C(31)-C(26)-C(32)-C(35)
C(27)-C(26)-C(32)-C(35)
Ru(2)-C(26)-C(32)-C(35)
C(43)-0(22)-C(40)-C(41)
C(43)-0(22)-C(40)-N(20)
0(21)-N(20)-C(40)-0(22)
0(20)-N(20)-C(40)-0(22)
0(21)-N(20)-C(40)-C(41)
0(20)-N(20)-C(40)-C(41)
0(22)-C(40)-C(41)-C(42)
N(20)-C(40)-C(41)-C(42)
C(40)-C(41)-C(42)-C(43)
C(41)-C(42)-C(43)-0(22)
C(41)-C(42)-C(43)-C(44)
C(40)-0(22)-C(43)-C(42)
C(40)-0(22)-C(43)-C(44)
N(22)-N(21)-C(44)-C(43)
Ru(3)-N(21)-C(44)-C(43)
C(42)-C(43)-C(44)-N(21)
0(22)-C(43)-C(44)-N(21)
N(21)-N(22)-C(45)-N(23)
N(21)-N(22)-C(45)-S(3)

Ru(3)-S(3)-C(45)-N(22)

132.0(6)
63.2(4)
28.0(4)
169.6(3)
-24.2(5)
115.4(4)
-32.1(4)
-68.8(4)

-132.0(6)
-104.0(4)

37.5(5)

-156.2(3)

12.5(10)

-164.1(7)

-78.3(9)

-113.8(8)

69.5(8)
155.4(6)
0.3(6)
179.6(5)
2.7(7)
177.5(5)
176.5(6)
-3.3(9)
0.3(7)

-179.0(6)

-0.7(7)
0.9(7)
178.8(7)
-0.7(6)

-179.2(5)

2.5(8)

-178.9(4)

7.9(12)

-174.3(5)

179.1(5)
-0.9(7)
-7.8(5)



Ru(4)-S(3)-C(45)-N(22)
Ru(3)-S(3)-C(45)-N(23)

Ru(4)-S(3)-C(45)-N(23)

N(21)-Ru(3)-C(46)-C(47)
C(48)-Ru(3)-C(46)-C(47)
C(50)-Ru(3)-C(46)-C(47)
C(51)-Ru(3)-C(46)-C(47)
C(49)-Ru(3)-C(46)-C(47)
S(3)-Ru(3)-C(46)-C(47)

S(4)-Ru(3)-C(46)-C(47)

N(21)-Ru(3)-C(46)-C(51)
C(48)-Ru(3)-C(46)-C(51)
C(50)-Ru(3)-C(46)-C(51)
C(49)-Ru(3)-C(46)-C(51)
C(47)-Ru(3)-C(46)-C(51)
S(3)-Ru(3)-C(46)-C(51)

S(4)-Ru(3)-C(46)-C(51)

N(21)-Ru(3)-C(46)-C(52)
C(48)-Ru(3)-C(46)-C(52)
C(50)-Ru(3)-C(46)-C(52)
C(51)-Ru(3)-C(46)-C(52)
C(49)-Ru(3)-C(46)-C(52)
C(47)-Ru(3)-C(46)-C(52)
S(3)-Ru(3)-C(46)-C(52)

S(4)-Ru(3)-C(46)-C(52)

C(51)-C(46)-C(47)-C(48)
C(52)-C(46)-C(47)-C(48)
Ru(3)-C(46)-C(47)-C(48)
C(51)-C(46)-C(47)-Ru(3)
C(52)-C(46)-C(47)-Ru(3)
N(21)-Ru(3)-C(47)-C(48)
C(50)-Ru(3)-C(47)-C(48)
C(51)-Ru(3)-C(47)-C(48)
C(49)-Ru(3)-C(47)-C(48)
C(46)-Ru(3)-C(47)-C(48)
S(3)-Ru(3)-C(47)-C(48)

S(4)-Ru(3)-C(47)-C(48)

N(21)-Ru(3)-C(47)-C(46)

91.9(5)
172.2(4)
-88.1(4)
-37.4(5)
29.0(4)
102.5(4)
131.2(5)
65.5(4)
159.9(3)

-124.9(4)
-168.5(3)
-102.1(4)

-28.7(4)
-65.7(4)

-131.2(5)

28.8(5)
103.9(3)
78.1(7)
144.5(7)

-142.1(7)
-113.4(8)
-179.1(7)

115.4(8)
-84.6(7)
-9.5(6)
-1.0(8)

-179.8(6)

-53.4(5)
52.4(5)

-126.3(6)

-73.8(4)
66.1(4)
102.5(4)
28.4(4)
132.3(6)
36.0(10)

-167.9(3)

153.9(4)



C(48)-Ru(3)-C(47)-C(46)
C(50)-Ru(3)-C(47)-C(46)
C(51)-Ru(3)-C(47)-C(46)
C(49)-Ru(3)-C(47)-C(46)
S(3)-Ru(3)-C(47)-C(46)

S(4)-Ru(3)-C(47)-C(46)

C(46)-C(47)-C(48)-C(49)
Ru(3)-C(47)-C(48)-C(49)
C(46)-C(47)-C(48)-Ru(3)
N(21)-Ru(3)-C(48)-C(47)
C(50)-Ru(3)-C(48)-C(47)
C(51)-Ru(3)-C(48)-C(47)
C(49)-Ru(3)-C(48)-C(47)
C(46)-Ru(3)-C(48)-C(47)
S(3)-Ru(3)-C(48)-C(47)

S(4)-Ru(3)-C(48)-C(47)

N(21)-Ru(3)-C(48)-C(49)
C(50)-Ru(3)-C(48)-C(49)
C(51)-Ru(3)-C(48)-C(49)
C(47)-Ru(3)-C(48)-C(49)
C(46)-Ru(3)-C(48)-C(49)
S(3)-Ru(3)-C(48)-C(49)

S(4)-Ru(3)-C(48)-C(49)

C(47)-C(48)-C(49)-C(50)
Ru(3)-C(48)-C(49)-C(50)
C(47)-C(48)-C(49)-C(53)
Ru(3)-C(48)-C(49)-C(53)
C(47)-C(48)-C(49)-Ru(3)
N(21)-Ru(3)-C(49)-C(48)
C(50)-Ru(3)-C(49)-C(48)
C(51)-Ru(3)-C(49)-C(48)
C(47)-Ru(3)-C(49)-C(48)
C(46)-Ru(3)-C(49)-C(48)
S(3)-Ru(3)-C(49)-C(48)

S(4)-Ru(3)-C(49)-C(48)

N(21)-Ru(3)-C(49)-C(50)
C(48)-Ru(3)-C(49)-C(50)
C(51)-Ru(3)-C(49)-C(50)

-132.3(6)

-66.2(4)
-29.8(4)

-103.9(4)

-96.3(8)
59.8(4)
-1.1(9)
-56.2(5)
55.1(5)
111.1(4)

-102.3(4)

-65.7(4)

-133.5(6)

-28.7(4)

-170.4(3)

19.8(5)

-115.4(4)

31.2(4)
67.8(4)
133.5(6)
104.9(4)
-36.9(5)
153.4(3)
2.4(9)
-53.9(5)

-175.4(6)

128.3(6)
56.3(5)
70.3(4)

-128.9(6)
-100.6(4)

-28.2(4)
-64.0(4)
153.4(4)

-105.4(6)
-160.8(4)

128.9(6)
28.3(4)



C(47)-Ru(3)-C(49)-C(50)
C(46)-Ru(3)-C(49)-C(50)
S(3)-Ru(3)-C(49)-C(50)

S(4)-Ru(3)-C(49)-C(50)

N(21)-Ru(3)-C(49)-C(53)
C(48)-Ru(3)-C(49)-C(53)
C(50)-Ru(3)-C(49)-C(53)
C(51)-Ru(3)-C(49)-C(53)
C(47)-Ru(3)-C(49)-C(53)
C(46)-Ru(3)-C(49)-C(53)
S(3)-Ru(3)-C(49)-C(53)

S(4)-Ru(3)-C(49)-C(53)

C(48)-C(49)-C(50)-C(51)
C(53)-C(49)-C(50)-C(51)
Ru(3)-C(49)-C(50)-C(51)
C(48)-C(49)-C(50)-Ru(3)
C(53)-C(49)-C(50)-Ru(3)
N(21)-Ru(3)-C(50)-C(51)
C(48)-Ru(3)-C(50)-C(51)
C(49)-Ru(3)-C(50)-C(51)
C(47)-Ru(3)-C(50)-C(51)
C(46)-Ru(3)-C(50)-C(51)
S(3)-Ru(3)-C(50)-C(51)

S(4)-Ru(3)-C(50)-C(51)

N(21)-Ru(3)-C(50)-C(49)
C(48)-Ru(3)-C(50)-C(49)
C(51)-Ru(3)-C(50)-C(49)
C(47)-Ru(3)-C(50)-C(49)
C(46)-Ru(3)-C(50)-C(49)
S(3)-Ru(3)-C(50)-C(49)

S(4)-Ru(3)-C(50)-C(49)

C(49)-C(50)-C(51)-C(46)
Ru(3)-C(50)-C(51)-C(46)
C(49)-C(50)-C(51)-Ru(3)
C(47)-C(46)-C(51)-C(50)
C(52)-C(46)-C(51)-C(50)
Ru(3)-C(46)-C(51)-C(50)
C(47)-C(46)-C(51)-Ru(3)

100.7(4)
64.9(4)
-77.7(4)
23.5(8)
-45.0(6)

-115.3(7)

115.8(7)
144.1(6)

-143.4(6)
-179.3(6)

38.2(6)
139.3(5)
-1.6(9)
176.2(6)
-55.5(5)
53.9(5)

-128.3(6)

162.9(3)
102.1(4)
132.9(6)
65.3(4)
29.0(4)

-120.7(4)

-39.2(4)
30.0(6)
-30.9(4)

-132.9(6)

-67.7(4)

-104.0(4)

106.4(4)

-172.1(3)

-0.4(9)

-56.0(5)

55.6(5)
1.7(9)

-179.5(6)

54.6(5)
-52.9(5)



C(52)-C(46)-C(51)-Ru(3)
N(21)-Ru(3)-C(51)-C(50)
C(48)-Ru(3)-C(51)-C(50)
C(49)-Ru(3)-C(51)-C(50)
C(47)-Ru(3)-C(51)-C(50)
C(46)-Ru(3)-C(51)-C(50)
S(3)-Ru(3)-C(51)-C(50)

S(4)-Ru(3)-C(51)-C(50)

N(21)-Ru(3)-C(51)-C(46)
C(48)-Ru(3)-C(51)-C(46)
C(50)-Ru(3)-C(51)-C(46)
C(49)-Ru(3)-C(51)-C(46)
C(47)-Ru(3)-C(51)-C(46)
S(3)-Ru(3)-C(51)-C(46)

S(4)-Ru(3)-C(51)-C(46)

C(48)-C(49)-C(53)-C(55)
C(50)-C(49)-C(53)-C(55)
Ru(3)-C(49)-C(53)-C(55)
C(48)-C(49)-C(53)-C(54)
C(50)-C(49)-C(53)-C(54)
Ru(3)-C(49)-C(53)-C(54)
C(63)-0(32)-C(60)-C(61)
C(63)-0(32)-C(60)-N(30)
0(30)-N(30)-C(60)-C(61)
0(31)-N(30)-C(60)-C(61)
0(30)-N(30)-C(60)-0(32)
0(31)-N(30)-C(60)-0(32)
0(32)-C(60)-C(61)-C(62)
N(30)-C(60)-C(61)-C(62)
C(60)-C(61)-C(62)-C(63)
C(61)-C(62)-C(63)-0(32)
C(61)-C(62)-C(63)-C(64)
C(60)-0(32)-C(63)-C(62)
C(60)-0(32)-C(63)-C(64)
N(32)-N(31)-C(64)-C(63)
Ru(4)-N(31)-C(64)-C(63)
C(62)-C(63)-C(64)-N(31)
0(32)-C(63)-C(64)-N(31)

125.8(6)
-83.8(13)
-66.4(4)
-29.0(4)
-103.2(4)
-132.5(5)
65.3(4)
149.7(4)
48.7(14)
66.1(4)
132.5(5)
103.5(4)
29.3(3)
-162.3(3)
-77.8(3)
-162.9(7)
19.4(10)
-72.0(9)
-33.4(9)
148.9(7)
57.5(9)
1.0(7)
-178.3(5)
-11.6(10)
168.2(7)
167.6(5)
-12.6(8)
-0.5(8)
178.7(6)
-0.3(7)
0.9(7)
-176.9(7)
-1.1(6)
177.2(5)
-0.5(8)
175.2(5)
42(12)
-173.5(5)



N(31)-N(32)-C(65)-N(33)
N(31)-N(32)-C(65)-S(4)

Ru(4)-S(4)-C(65)-N(32)

Ru(3)-S(4)-C(65)-N(32)

Ru(4)-S(4)-C(65)-N(33)

Ru(3)-S(4)-C(65)-N(33)

N(31)-Ru(4)-C(66)-C(67)
C(68)-Ru(4)-C(66)-C(67)
C(70)-Ru(4)-C(66)-C(67)
C(69)-Ru(4)-C(66)-C(67)
C(71)-Ru(4)-C(66)-C(67)
S(4)-Ru(4)-C(66)-C(67)

S(3)-Ru(4)-C(66)-C(67)

N(31)-Ru(4)-C(66)-C(71)
C(68)-Ru(4)-C(66)-C(71)
C(67)-Ru(4)-C(66)-C(71)
C(70)-Ru(4)-C(66)-C(71)
C(69)-Ru(4)-C(66)-C(71)
S(4)-Ru(4)-C(66)-C(71)

S(3)-Ru(4)-C(66)-C(71)

N(31)-Ru(4)-C(66)-C(72)
C(68)-Ru(4)-C(66)-C(72)
C(67)-Ru(4)-C(66)-C(72)
C(70)-Ru(4)-C(66)-C(72)
C(69)-Ru(4)-C(66)-C(72)
C(71)-Ru(4)-C(66)-C(72)
S(4)-Ru(4)-C(66)-C(72)

S(3)-Ru(4)-C(66)-C(72)

C(71)-C(66)-C(67)-C(68)
C(72)-C(66)-C(67)-C(68)
Ru(4)-C(66)-C(67)-C(68)
C(71)-C(66)-C(67)-Ru(4)
C(72)-C(66)-C(67)-Ru(4)
N(31)-Ru(4)-C(67)-C(66)
C(68)-Ru(4)-C(67)-C(66)
C(70)-Ru(4)-C(67)-C(66)
C(69)-Ru(4)-C(67)-C(66)
C(71)-Ru(4)-C(67)-C(66)

-178.9(5)

-1.1(7)
-6.5(5)
93.0(5)
171.4(4)
-89.2(5)

-147.5(4)

29.3(3)

-102.7(4)

-66.0(3)

-131.2(5)

44.6(4)
123.9(3)
-16.3(6)
101.9(4)
131.2(5)
28.6(3)
65.2(4)
175.9(3)

-104.9(3)

97.7(7)

-144.1(6)
-114.8(7)

142.5(6)
179.2(6)
114.0(7)
-70.2(6)
9.1(6)
-0.6(8)
176.8(5)
53.5(5)
-54.1(4)
123.3(5)
133.6(6)
132.7(5)
66.0(3)
103.9(4)
29.8(3)



S(4)-Ru(4)-C(67)-C(66)

S(3)-Ru(4)-C(67)-C(66)

N(31)-Ru(4)-C(67)-C(68)
C(70)-Ru(4)-C(67)-C(68)
C(69)-Ru(4)-C(67)-C(68)
C(71)-Ru(4)-C(67)-C(68)
C(66)-Ru(4)-C(67)-C(68)
S(4)-Ru(4)-C(67)-C(68)

S(3)-Ru(4)-C(67)-C(68)

C(66)-C(67)-C(68)-C(69)
Ru(4)-C(67)-C(68)-C(69)
C(66)-C(67)-C(68)-Ru(4)
N(31)-Ru(4)-C(68)-C(69)
C(67)-Ru(4)-C(68)-C(69)
C(70)-Ru(4)-C(68)-C(69)
C(71)-Ru(4)-C(68)-C(69)
C(66)-Ru(4)-C(68)-C(69)
S(4)-Ru(4)-C(68)-C(69)

S(3)-Ru(4)-C(68)-C(69)

N(31)-Ru(4)-C(68)-C(67)
C(70)-Ru(4)-C(68)-C(67)
C(69)-Ru(4)-C(68)-C(67)
C(71)-Ru(4)-C(68)-C(67)
C(66)-Ru(4)-C(68)-C(67)
S(4)-Ru(4)-C(68)-C(67)

S(3)-Ru(4)-C(68)-C(67)

C(67)-C(68)-C(69)-C(70)
Ru(4)-C(68)-C(69)-C(70)
C(67)-C(68)-C(69)-C(73)
Ru(4)-C(68)-C(69)-C(73)
C(67)-C(68)-C(69)-Ru(4)
N(31)-Ru(4)-C(69)-C(68)
C(67)-Ru(4)-C(69)-C(68)
C(70)-Ru(4)-C(69)-C(68)
C(71)-Ru(4)-C(69)-C(68)
C(66)-Ru(4)-C(69)-C(68)
S(4)-Ru(4)-C(69)-C(68)

S(3)-Ru(4)-C(69)-C(68)

-144.6(3)

-60.6(3)
0.8(8)
-66.7(4)
-28.8(3)

-102.9(4)
-132.7(5)

82.7(3)
166.7(3)
0.4(8)
55.1(5)
-54.7(5)
47.6(4)

-132.8(5)

-31.3(3)
-67.3(4)

-104.4(4)

127.5(3)

-154.7(3)
-179.7(3)

101.5(4)
132.8(5)
65.5(3)
28.3(3)
-99.8(3)
-22.0(5)
0.5(8)
55.3(4)

-175.8(5)
-121.0(5)

-54.8(5)

-141.4(3)

29.13)
128.7(5)
101.5(4)
65.0(4)
-59.1(3)
106.6(6)



N(31)-Ru(4)-C(69)-C(70)
C(68)-Ru(4)-C(69)-C(70)
C(67)-Ru(4)-C(69)-C(70)
C(71)-Ru(4)-C(69)-C(70)
C(66)-Ru(4)-C(69)-C(70)
S(4)-Ru(4)-C(69)-C(70)

S(3)-Ru(4)-C(69)-C(70)

N(31)-Ru(4)-C(69)-C(73)
C(68)-Ru(4)-C(69)-C(73)
C(67)-Ru(4)-C(69)-C(73)
C(70)-Ru(4)-C(69)-C(73)
C(71)-Ru(4)-C(69)-C(73)
C(66)-Ru(4)-C(69)-C(73)
S(4)-Ru(4)-C(69)-C(73)

S(3)-Ru(4)-C(69)-C(73)

C(68)-C(69)-C(70)-C(71)
C(73)-C(69)-C(70)-C(71)
Ru(4)-C(69)-C(70)-C(71)
C(68)-C(69)-C(70)-Ru(4)
C(73)-C(69)-C(70)-Ru(4)
N(31)-Ru(4)-C(70)-C(71)
C(68)-Ru(4)-C(70)-C(71)
C(67)-Ru(4)-C(70)-C(71)
C(69)-Ru(4)-C(70)-C(71)
C(66)-Ru(4)-C(70)-C(71)
S(4)-Ru(4)-C(70)-C(71)

S(3)-Ru(4)-C(70)-C(71)

N(31)-Ru(4)-C(70)-C(69)
C(68)-Ru(4)-C(70)-C(69)
C(67)-Ru(4)-C(70)-C(69)
C(71)-Ru(4)-C(70)-C(69)
C(66)-Ru(4)-C(70)-C(69)
S(4)-Ru(4)-C(70)-C(69)

S(3)-Ru(4)-C(70)-C(69)

C(69)-C(70)-C(71)-C(66)
Ru(4)-C(70)-C(71)-C(66)
C(69)-C(70)-C(71)-Ru(4)
C(67)-C(66)-C(71)-C(70)

89.9(4)

-128.7(5)

-99.6(4)
27.2(3)
-63.7(4)
172.2(3)
-22.1(8)
-23.7(5)
117.7(7)
146.8(6)

-113.6(7)
-140.8(6)
-177.3(6)

58.6(5)

-135.7(5)

-1.4(8)
175.1(5)
53.5(5)
-54.9(4)
121.6(5)
132.4(4)

-103.5(4)

-65.6(4)

-134.7(6)

-29.2(4)

-148.9(3)

38.1(4)
-92.9(3)
31.23)
69.1(4)
134.7(6)
105.5(4)
-14.2(5)
172.8(3)
1.3(8)
54.4(5)
-53.2(5)
0.2(8)



C(72)-C(66)-C(71)-C(70)
Ru(4)-C(66)-C(71)-C(70)
C(67)-C(66)-C(71)-Ru(4)
C(72)-C(66)-C(71)-Ru(4)
N(31)-Ru(4)-C(71)-C(70)
C(68)-Ru(4)-C(71)-C(70)
C(67)-Ru(4)-C(71)-C(70)
C(69)-Ru(4)-C(71)-C(70)
C(66)-Ru(4)-C(71)-C(70)
S(4)-Ru(4)-C(71)-C(70)

S(3)-Ru(4)-C(71)-C(70)

N(31)-Ru(4)-C(71)-C(66)
C(68)-Ru(4)-C(71)-C(66)
C(67)-Ru(4)-C(71)-C(66)
C(70)-Ru(4)-C(71)-C(66)
C(69)-Ru(4)-C(71)-C(66)
S(4)-Ru(4)-C(71)-C(66)

S(3)-Ru(4)-C(71)-C(66)

C(68)-C(69)-C(73)-C(74)
C(70)-C(69)-C(73)-C(74)
Ru(4)-C(69)-C(73)-C(74)
C(68)-C(69)-C(73)-C(75)
C(70)-C(69)-C(73)-C(75)
Ru(4)-C(69)-C(73)-C(75)

-177.7(5)

-54.2(5)
53.9(5)

-123.5(5)

-55.7(4)
65.4(4)
103.1(4)
28.0(4)
132.4(5)
121.3(5)

-150.7(4)

171.9(3)
-67.0(4)
29.3(3)

-132.4(5)
-104.4(4)

11.1(7)
76.9(3)
24.5(8)

-151.7(5)

-64.3(7)

-100.4(6)

83.4(7)
170.7(4)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:



Tabla 2: Datos cristalograficos para RuL2

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 28.70°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C34 H42 CI2 N8 O8 Ru2 S2

1027.94

125(2) K

0.71073 A

Monoclinic

C2/c

a=20.9221(12) A o=90°.

b=12.2472(7) A B=
108.2540(10)°.

c=17.0856(10) A Y =90°.

4157.7(4) A3

4

1.642 Mg/m3

1.013 mm'!

2080

0.29 x 0.25 x 0.24 mm?3

1.95 to 28.70°.

-28<=h<=28, -16<=k<=16, -

23<=1<=22

20103

5375 [R(int) = 0.0244]

99.8 %

Empirical

0.794 and 0.743

Full-matrix least-squares on

F2

5375/0/257

1.108

R1=0.0373, wR2 =0.0956

R1=0.0471, wR2 = 0.1042

2.346 and -0.897 e.A3




Table 2. Atomic coordinates ( x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for RuL2. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U" tensor.

X y z U(eq)
Ru(1) 853(1) 892(1) 3117(1) 14(1)
S(1) -250(1) 1027(1) 3292(1) 15(1)
Oo(1) -1448(1) 4857(2) 657(1) 21(1)
0(3) -1969(2) 6117(2) -605(2) 36(1)
0O4) -1738(2) 7585(2) 156(2) 39(1)
N(1) -226(1) 2837(2) 4171(2) 23(1)
N(@2) -688(1) 3086(2) 2784(1) 19(1)
NQ@3) -886(1) 2582(2) 2024(1) 16(1)
N#4) -1734(2) 6593(2) 57(2) 28(1)
C() 958(2) -793(2) 3606(2) 18(1)
C(2) 1210(2) -741(2) 2934(2) 18(1)
C@3) 1719(2) 27(2) 2912(2) 20(1)
C4) 1952(2) 748(2) 3583(2) 23(1)
C(5) 1705(2) 687(3) 4274(2) 24(1)
C(6) 1212(2) -74(2) 4295(2) 22(1)
C(13) -409(1) 2439(2) 3403(2) 18(1)
C(14) -339(2) 3979(3) 4325(2) 29(1)
C(15) -1109(2) 3235(2) 1396(2) 18(1)
C(16) -1136(2) 4407(2) 1430(2) 19(1)
C(17) -935(2) 5225(2) 2002(2) 21(1)
C(18) -1124(2) 6223(3) 1571(2) 25(1)
C(19) -1430(2) 5948(2) 776(2) 22(1)
C(27) 923(2) -143(3) 4993(2) 32(1)
C(28) 1952(2) 42(3) 2159(2) 27(1)
C(29) 2248(2) 1132(4) 2020(3) 44(1)
C(30) 2436(2) -909(4) 2207(3) 41(1)
CI(1) 407(1) 7608(1) 1126(1) 34(1)

o(7) 3348(1) 2009(2) 4391(2) 39(1)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for RuL2.

Ru(1)-N(3)#1 2.088(2)
Ru(1)-C(2) 2.190(3)
Ru(1)-C(4) 2.193(3)
Ru(1)-C(1) 2.211(3)
Ru(1)-C(3) 2.219(3)
Ru(1)-C(5) 2.224(3)
Ru(1)-C(6) 2.251(3)
Ru(1)-S(1)#1 2.3475(7)
Ru(1)-S(1) 2.4236(7)
S(1)-C(13) 1.783(3)
S(1)-Ru(1)#1 2.3475(7)
O(1)-C(19) 1.351(3)
O(1)-C(16) 1.391(3)
0(3)-N(4) 1.230(4)
O(4)-N(4) 1.227(4)
N(1)-C(13) 1.338(4)
N(1)-C(14) 1.456(4)
N(2)-C(13) 1.304(4)
N(2)-N(3) 1.379(3)
N(2)-H(2A) 0.8592

N(3)-C(15) 1.301(4)
N(3)-Ru(1)#1 2.088(2)
N(4)-C(19) 1.431(4)
C(1)-C(2) 1.406(4)
C(1)-C(6) 1.432(4)
C(1)-H(1) 0.9288

C(2)-C(3) 1.431(4)
C(2)-H(Q2) 0.9295

C(3)-C(4) 1.407(4)
C(3)-C(28) 1.513(4)
C(4)-C(5) 1.432(5)
C(4)-H(4) 0.9299

C(5)-C(6) 1.399(5)
C(5)-H(5) 0.9297

C(6)-C(27) 1.499(4)

C(14)-H(14A) 0.9600



C(14)-H(14B)
C(14)-H(14C)
C(15)-C(16)
C(15)-H(15)
C(16)-C(17)
C(17)-C(18)
C(17)-H(17)
C(18)-C(19)
C(18)-H(18)
C(27)-H(27A)
C(27)-H(27B)
C(27)-H(27C)
C(28)-C(29)
C(28)-C(30)
C(28)-H(28)
C(29)-H(29A)
C(29)-H(29B)
C(29)-H(29C)
C(30)-H(30A)
C(30)-H(30B)
C(30)-H(30C)

N@)#1-Ru(1)-C(2)
N@)#1-Ru(1)-C(4)
C(2)-Ru(1)-C(4)
N@)#1-Ru(1)-C(1)
C(2)-Ru(1)-C(1)
C(4)-Ru(1)-C(1)
N@)#1-Ru(1)-C(3)
C(2)-Ru(1)-C(3)
C(4)-Ru(1)-C(3)
C(1)-Ru(1)-C(3)
N@)#1-Ru(1)-C(5)
C(2)-Ru(1)-C(5)
C(4)-Ru(1)-C(5)
C(1)-Ru(1)-C(5)
C(3)-Ru(1)-C(5)
N(3)#1-Ru(1)-C(6)

0.9600
0.9600
1.438(4)
0.9300
1.371(4)
1.417(4)
0.9300
1.350(4)
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600
1.522(5)
1.529(5)
0.9800
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600

149.70(10)
92.98(10)
67.22(11)

164.98(10)
37.25(10)
79.57(11)

113.34(10)
37.86(11)
37.18(11)
67.96(11)
99.65(10)
79.01(11)
37.83(12)
66.51(11)
67.60(11)

127.60(10)



C(2)-Ru(1)-C(6)
C(4)-Ru(1)-C(6)
C(1)-Ru(1)-C(6)
C(3)-Ru(1)-C(6)
C(5)-Ru(1)-C(6)
N(3)#1-Ru(1)-S(1)#1
C(2)-Ru(1)-S(1)#1
C(4)-Ru(1)-S(1)#1
C(1)-Ru(1)-S(1)#1
C(3)-Ru(1)-S(1)#1
C(5)-Ru(1)-S(1)#1
C(6)-Ru(1)-S(1)#1
N@)#1-Ru(1)-S(1)
C(2)-Ru(1)-S(1)
C(4)-Ru(1)-S(1)
C(1)-Ru(1)-S(1)
C(3)-Ru(1)-S(1)
C(5)-Ru(1)-S(1)
C(6)-Ru(1)-S(1)
S(1)#1-Ru(1)-S(1)
C(13)-S(1)-Ru(1)#1
C(13)-S(1)-Ru(1)
Ru(1)#1-S(1)-Ru(1)
C(19)-0(1)-C(16)
C(13)-N(1)-C(14)
C(13)-N(2)-N(3)
C(13)-N(2)-H(2A)
N(3)-N(2)-H(2A)
C(15)-N(3)-N(2)
C(15)-N(3)-Ru(1)#1
N(2)-N3)-Ru(1)#1
0(4)-N(4)-0(3)
0(4)-N(4)-C(19)
0(3)-N(4)-C(19)
C(2)-C(1)-C(6)
C(2)-C(1)-Ru(1)
C(6)-C(1)-Ru(1)
C(2)-C(1)-H(1)

67.31(10)
67.34(12)
37.41(11)
80.19(11)
36.44(12)
80.73(6)
90.90(8)
122.90(9)
114.28(8)
94.29(7)
160.63(9)
151.10(8)
90.83(7)
117.38(8)
153.08(9)
90.15(8)
155.23(8)
115.30(9)
89.40(8)
84.01(2)
96.85(9)
107.21(10)
95.44(2)
105.4(2)
121.0(3)
114.8(2)
122.6
122.6
115.2(2)
122.03(19)
122.73(17)
125.2(3)
116.7(3)
118.1(3)
120.43)
70.58(15)
72.82(16)
119.8



C(6)-C(1)-H(1)
Ru(1)-C(1)-H(1)
C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-Ru(1)
C(3)-C(2)-Ru(1)
C(1)-C(2)-H(2)
C(3)-C(2)-H(2)
Ru(1)-C(2)-H(2)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(28)
C(2)-C(3)-C(28)
C(4)-C(3)-Ru(1)
C(2)-C(3)-Ru(1)
C(28)-C(3)-Ru(1)
C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-Ru(1)
C(5)-C(4)-Ru(1)
C(3)-C(4)-H(4)
C(5)-C(4)-H(4)
Ru(1)-C(4)-H(4)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-Ru(1)
C(4)-C(5)-Ru(1)
C(6)-C(5)-H(5)
C(4)-C(5)-H(5)
Ru(1)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(1)
C(5)-C(6)-C(27)
C(1)-C(6)-C(27)
C(5)-C(6)-Ru(1)
C(1)-C(6)-Ru(1)
C(27)-C(6)-Ru(1)
N(2)-C(13)-N(1)
N(2)-C(13)-S(1)
N(1)-C(13)-S(1)

N(1)-C(14)-H(14A)
N(1)-C(14)-H(14B)
H(14A)-C(14)-H(14B)

119.8
129.2
121.6(3)
72.17(16)
72.16(16)
119.3
119.1
128.9
117.5(3)
124.3(3)
118.1(3)
70.41(17)
69.98(16)
128.7(2)
121.1(3)
72.41(17)
72.25(18)
119.5
119.4
127.9
121.0(3)
72.84(17)
69.92(16)
119.6
119.4
130.7
118.4(3)
122.8(3)
118.8(3)
70.72(17)
69.77(15)
129.5(2)
119.5(3)
123.6(2)
116.9(2)
109.5
109.5
109.5



N(1)-C(14)-H(14C)
H(14A)-C(14)-H(14C)
H(14B)-C(14)-H(14C)
N(3)-C(15)-C(16)
N(3)-C(15)-H(15)
C(16)-C(15)-H(15)
C(17)-C(16)-0(1)
C(17)-C(16)-C(15)
0(1)-C(16)-C(15)
C(16)-C(17)-C(18)
C(16)-C(17)-H(17)
C(18)-C(17)-H(17)
C(19)-C(18)-C(17)
C(19)-C(18)-H(18)
C(17)-C(18)-H(18)
C(18)-C(19)-0(1)
C(18)-C(19)-N(4)
O(1)-C(19)-N(4)
C(6)-C(27)-H(27A)
C(6)-C(27)-H(27B)
H(27A)-C(27)-H(27B)
C(6)-C(27)-H(27C)
H(27A)-C(27)-H(27C)
H(27B)-C(27)-H(27C)
C(3)-C(28)-C(29)
C(3)-C(28)-C(30)
C(29)-C(28)-C(30)
C(3)-C(28)-H(28)
C(29)-C(28)-H(28)
C(30)-C(28)-H(28)
C(28)-C(29)-H(29A)
C(28)-C(29)-H(29B)
H(29A)-C(29)-H(29B)
C(28)-C(29)-H(29C)
H(29A)-C(29)-H(29C)
H(29B)-C(29)-H(29C)
C(28)-C(30)-H(30A)
C(28)-C(30)-H(30B)

109.5
109.5
109.5
126.0(3)
117.0
117.0
109.6(2)
138.7(3)
111.7(2)
106.7(3)
126.6
126.6
105.9(3)
127.1
127.1
112.4(3)
132.0(3)
115.6(3)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
113.5(3)
109.3(3)
112.5(3)
107.1
107.1
107.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5



H(30A)-C(30)-H(30B) 109.5

C(28)-C(30)-H(30C) 109.5
H(30A)-C(30)-H(30C) 109.5
H(30B)-C(30)-H(30C) 109.5

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x,y,-z+1/2



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for RuL2. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... +2hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Ru(1) 17(1) 10(1) 12(1) (1) 3(1) (1)
S(1) 19(1) 13(1) 13(1) (1) 5(1) (1)
o(1) 29(1) 12(1) 20(1) 3(1) 5(1) 2(1)
0@3) 50(2) 26(1) 26(1) 2(1) 4(1) 2(1)
0(4) 51(2) 15(1) 40(1) 6(1) 2(1) -3(1)
N(1) 32(1) 19(1) 18(1) -6(1) 7(1) -1(1)
N(Q2) 24(1) 12(1) 19(1) -3(1) 6(1) 1(1)
NQ@3) 18(1) 14(1) 16(1) -1(1) 5(1) (1)
N(4) 31(1) 18(1) 29(1) 6(1) 3(1) -4(1)
c(1) 23(1) 13(1) 18(1) 4(1) 7(1) 2(1)
CQ2) 20(1) 14(1) 18(1) 1(1) 4(1) 4(1)
C(3) 20(1) 20(1) 19(1) 4(1) 4(1) 4(1)
C(4) 17(1) 20(1) 25(1) 3(1) (1) -1(1)
C(5) 26(2) 22(1) 19(1) -1(1) -1(1) 6(1)
C(6) 33(2) 19(1) 14(1) 4(1) 6(1) 11(1)
C(13) 21(1) 16(1) 17(1) -4(1) 8(1) 2(1)
C(14) 45(2) 20(2) 25(2) -8(1) 13(1) 2(1)
C(15) 23(1) 15(1) 17(1) -1(1) 5(1) 2(1)
C(16) 20(1) 14(1) 21(1) 2(1) 6(1) 2(1)
C(17) 26(2) 15(1) 24(1) (1) 8(1) (1)
C(18) 31(2) 15(1) 27(2) -1(1) 6(1) -1(1)
C(19) 25(2) 14(1) 26(2) 3(1) 8(1) 1(1)
C(27) 52(2) 30(2) 18(1) 6(1) 15(1) 14(2)
C(28) 23(2) 38(2) 23(1) 4(1) 10(1) 2(1)
C(29) 39(2) 51(2) 50(2) 16(2) 24(2) 0(2)
C(30) 37(2) 50(2) 44(2) 2(2) 23(2) 112)
CI(1) 36(1) 36(1) 30(1) -9(1) 11(1) 3(1)

0(7) 37(1) 45(2) 31(1) 2(1) 8(1) 7(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 %)

for Rul.2.
X y zZ U(eq)

H(2A) -743 3772 2845 22
H(1) 625 -1297 3603 21
H(2) 1041 -1217 2494 21
H(4) 2271 1274 3577 27
H(5) 1878 1158 4717 29
H(14A) -217 4102 4909 44
H(14B) -806 4154 4073 44
H(14C) -69 4433 4096 44
H(15) -1265 2914 878 22
H(17) -716 5142 2563 26
H(18) -1051 6924 1791 30
H(27A) 461 -370 4786 49
H(27B) 949 560 5250 49
H(27C) 1174 -665 5391 49
H(28) 1555 -90 1680 33
H(29A) 1943 1709 2039 66
H(29B) 2317 1129 1490 66
H(29C) 2671 1245 2442 66
H(30A) 2543 -955 1701 61
H(30B) 2228 -1578 2294 61
H(30C) 2841 =792 2657 61




Tabla 3: Datos cristalograficos para RulL3

Empirical formula

Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 26.73°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

C36 H48 F12 N8 O7 P2 Ru2
S2

1261.04

125(2) K

0.71073 A

Monoclinic

Cc

a=21.639(8) A a=90°.
b=11.066(4) A B=113.206(4)°.
c=21.408(12) A ¥ =90°.
4712(4) A3

4

1.778 Mg/m3

0.901 mm!

2536

0.10 x 0.08 x 0.08 mm?3

2.05 to 26.73°.

-27<=h<=27, -14<=k<=14, -
27<=1<=217

26397

9984 [R(int) = 0.0653]

100.0 %

Empirical

0.9314 and 0.9153
Full-matrix least-squares on
F2

9984 /2 /677

0.988

R1=0.0425, wR2 =0.0738
R1=0.0600, wR2 =0.0798
0.03(2)

0.828 and -0.506 e.A




Table 2. Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x 103)

for RuL3. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U' tensor.

X y z U(eq)
Ru(1) -594(1) 2718(1) 5387(1) 15(1)
Ru(2) 1130(1) 3053(1) 5666(1) 15(1)
S(3) 434(1) 1527(1) 5794(1) 16(1)
S(4) 80(1) 4078(1) 5089(1) 17(1)
P(2) 4224(1) 2822(2) 6300(1) 30(1)
P(1) 6386(1) 1550(1) 3596(1) 27(1)
F(1) 6758(2) 2221(4) 4309(2) 45(1)
F(2) 6364(2) 2796(3) 3206(2) 39(1)
F(6) 5679(2) 1842(4) 3635(2) 49(1)
F(4) 6001(2) 901(3) 2884(2) 46(1)
F(5) 6397(2) 305(3) 3986(2) 58(1)
F(3) 7091(2) 1246(4) 3573(2) 55(1)
F(8) 3652(2) 3785(3) 6243(2) 43(1)
F(12) 4618(2) 3189(4) 7071(2) 52(1)
F(7) 3825(2) 1798(3) 6511(2) 48(1)
F(9) 3819(2) 2454(4) 5525(2) 62(1)
F(11) 4788(2) 1875(4) 6343(3) 67(1)
F(10) 4618(2) 3859(3) 6082(2) 50(1)
0(2) 1261(2) 1512(4) 1721(2) 45(1)
O(1) 1505(3) 3274(4) 2236(2) 58(2)
N(1) 1331(3) 2213(5) 2195(3) 36(1)
C() 1192(3) 1714(5) 2744(3) 23(1)
0(3) 1242(2) 2469(3) 3248(2) 26(1)
C@3) 930(3) 632(5) 3451(3) 24(1)
C(2) 1015(3) 588(5) 2831(3) 26(1)
C(5) 1138(3) 2435(5) 4302(3) 17(1)
C4) 1075(3) 1783(5) 3700(3) 19(1)
N(2) 979(2) 2045(4) 4791(2) 16(1)
C(6) 436(3) 574(5) 5113(3) 18(1)
NQ@3) 705(2) 907(4) 4694(2) 21(1)
N#4) 152(2) -505(4) 5055(2) 21(1)

C(8) -311(3) -2429(5) 4513(3) 30(2)



C(7)
C(10)
C©9)
C(13)
c(11)
C(12)
C(16)
C(15)
C(18)
C(19)
c(17)
C(24)
C(23)
C(22)
C@21)
C(20)
C(26)
c@27)
C(29)
C(28)
C(30)
c(31)
N(6)
N(5)
N(7)
C(32)
C(33)
C(34)
O(4)
C(35)
C(36)
C(37)
C(38)
N(8)
0(6)
O(5)
O(1W)

132(3)
-229(3)
-682(3)

-1554(3)

-585(3)

-1017(3)
-1214(3)
-1631(3)
-1696(3)
-2513(4)
-2036(3)

2009(3)
1614(3)
1443(3)
1679(3)
1497(3)
2234(3)
2070(3)
2342(3)
2151(3)
2676(4)
-221(2)
-628(2)

20(2)
-813(2)

-1131(3)

277(3)
-772(3)

-1605(2)
-1300(3)
-1240(3)
-1719(3)
-1508(3)
-2005(3)
-2108(3)
-2089(3)

2860(6)

-1370(5)

1616(5)
2320(5)
3670(5)
3560(5)
4226(5)
1745(5)
2400(5)
5247(6)
5031(7)
4364(6)
2474(5)
3302(5)
4443(5)
4853(5)
6065(5)
2868(6)
4026(5)

292(5)
1241(6)
1345(8)
3679(4)
2786(4)
4390(4)
2131(4)
1126(5)
4359(5)
5346(6)
-509(3)

612(5)

899(5)
-877(5)

-66(5)

-2053(5)
2671(5)
-2370(4)

4345(11)

4531(3)
6978(3)
6379(3)
5218(3)
6322(3)
5741(3)
5850(3)
5278(3)
4310(3)
4857(4)
4624(3)
6580(3)
6768(3)
6465(3)
5964(3)
5646(3)
6075(3)
5772(3)
6495(3)
6913(3)
7630(4)
4206(3)
3948(2)
3827(2)
4397(2)
4170(3)
3086(3)
2768(3)
3448(2)
3514(3)
2916(3)
2805(3)
2469(3)
2614(3)
3035(3)
2032(2)
4704(6)

28(1)
28(1)
19(1)
19(1)
21(1)
21(1)
23(1)
21(1)
36(2)
58(2)
31(2)
21(1)
21(1)
21(1)
23(1)
29(1)
24(1)
23(1)
35(2)
29(1)
38(2)
16(1)
16(1)
20(1)
14(1)
20(1)
25(1)
32(2)
24(1)
21(1)
23(1)
26(1)
25(1)
42(1)
54(2)
53(1)
202(5)




Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for RuL3.

Ru(1)-N(7)
Ru(1)-C(12)
Ru(1)-C(15)
Ru(1)-C(11)
Ru(1)-C(13)
Ru(1)-C(16)
Ru(1)-C(9)
Ru(1)-S(4)
Ru(1)-S(3)
Ru(2)-N(2)
Ru(2)-C(23)
Ru(2)-C(22)
Ru(2)-C(26)
Ru(2)-C(24)
Ru(2)-C(27)
Ru(2)-C(21)
Ru(2)-S(3)
Ru(2)-S(4)
S(3)-C(6)
S(4)-C(31)
P(2)-F(11)
P(2)-F(12)
P(2)-F(7)
P(2)-F(9)
P(2)-F(8)
P(2)-F(10)
P(1)-F(3)
P(1)-F(4)
P(1)-F(6)
P(1)-F(1)
P(1)-F(2)
P(1)-F(5)
O(2)-N(1)
O(1)-N(1)
N(1)-C(1)
C(1)-0(3)

2.085(4)
2.178(5)
2.190(6)
2.201(5)
2.229(5)
2.232(5)
2.248(6)
2.3521(15)
2.4313(16)
2.092(4)
2.189(6)
2.199(5)
2.206(6)
2.219(6)
2.234(6)
2.277(5)
2.3495(15)
2.4009(16)
1.800(5)
1.795(5)
1.584(4)
1.585(4)
1.593(4)
1.593(4)
1.600(4)
1.605(4)
1.583(4)
1.593(4)
1.597(4)
1.600(4)
1.603(4)
1.606(4)
1.239(6)
1.225(6)
1.433(7)
1.336(6)



C(1)-C(2)
0(3)-C(4)
C(3)-C(4)
C(3)-C(2)
C(3)-H(3)
C(2)-H(2)
C(5)-N(2)
C(5)-C(4)
C(5)-H(5)
N(2)-N(3)
C(6)-N(3)
C(6)-N(4)
N(@3)-H3N)
N(#4)-C(7)
N(4)-H(4)
C(8)-C(7)
C(8)-H(8A)
C(8)-H(8B)
C(8)-H(8C)
C(7)-H(7A)
C(7)-H(7B)
C(10)-C(9)
C(10)-H(10A)
C(10)-H(10B)
C(10)-H(10C)
C(9)-C(11)
C(9)-C(16)
C(13)-C(12)
C(13)-C(15)
C(13)-C(17)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)
C(12)-H(12)
C(16)-C(15)
C(16)-H(16)
C(15)-H(15)
C(18)-C(17)
C(18)-H(18A)

1.338(8)
1.385(6)
1.370(7)
1.412(8)
0.92(6)
0.9500
1.298(6)
1.435(7)
0.9500
1.373(6)
1.301(6)
1.327(6)
0.8800
1.463(7)
0.8800
1.506(7)
0.9800
0.9800
0.9800
0.9900
0.9900
1.491(7)
0.9800
0.9800
0.9800
1.401(8)
1.409(8)
1.399(7)
1.427(8)
1.499(8)
1.431(7)
0.9500
0.9500
1.402(8)
1.13(5)
0.9500
1.529(8)
0.9800



C(18)-H(18B)
C(18)-H(18C)
C(19)-C(17)
C(19)-H(19A)
C(19)-H(19B)
C(19)-H(19C)
C(17)-H(17)
C(24)-C(23)
C(24)-C(26)
C(24)-C(28)
C(23)-C(22)
C(23)-H(23)
C(22)-C(21)
C(22)-H(22)
C(21)-C(27)
C(21)-C(20)
C(20)-H(20A)
C(20)-H(20B)
C(20)-H(20C)
C(26)-C(27)
C(26)-H(26)
C(27)-H(27)
C(29)-C(28)
C(29)-H(29A)
C(29)-H(29B)
C(29)-H(29C)
C(28)-C(30)
C(28)-H(28)
C(30)-H(300)
C(30)-H(301)
C(30)-H(302)
C(31)-N(6)
C(31)-N(5)
N(6)-N(7)
N(6)-H(6)
N(5)-C(33)
N(5)-H(5A)
N(7)-C(32)

0.9800
0.9800
1.505(8)
0.9800
0.9800
0.9800
0.97(6)
1.416(8)
1.420(8)
1.513(7)
1.401(8)
0.9500
1.430(8)
0.88(6)
1.414(8)
1.485(7)
0.9800
0.9800
0.9800
1.416(8)
0.85(5)
0.86(5)
1.539(8)
0.9800
0.9800
0.9800
1.511(9)
1.02(6)
0.96(6)
0.93(7)
0.98(7)
1.294(6)
1.321(6)
1.383(6)
0.8800
1.459(7)
0.8800
1.298(7)



C(32)-C(35)
C(32)-H(32)
C(33)-C(34)
C(33)-H(33A)
C(33)-H(33B)
C(34)-H(34A)
C(34)-H(34B)
C(34)-H(34C)
0(4)-C(37)
0(4)-C(35)
C(35)-C(36)
C(36)-C(38)
C(36)-H(36)
C(37)-C(38)
C(37)-N(8)
C(38)-H(38)
N(8)-0(6)
N(8)-0(5)

N(7)-Ru(1)-C(12)
N(7)-Ru(1)-C(15)
C(12)-Ru(1)-C(15)
N(7)-Ru(1)-C(11)
C(12)-Ru(1)-C(11)
C(15)-Ru(1)-C(11)
N(7)-Ru(1)-C(13)
C(12)-Ru(1)-C(13)
C(15)-Ru(1)-C(13)
C(11)-Ru(1)-C(13)
N(7)-Ru(1)-C(16)
C(12)-Ru(1)-C(16)
C(15)-Ru(1)-C(16)
C(11)-Ru(1)-C(16)
C(13)-Ru(1)-C(16)
N(7)-Ru(1)-C(9)
C(12)-Ru(1)-C(9)
C(15)-Ru(1)-C(9)
C(11)-Ru(1)-C(9)

1.423(7)
0.91(6)
1.493(8)
0.9900
0.9900
0.9800
0.9800
0.9800
1.361(6)
1.386(6)
1.374(8)
1.398(7)
0.85(5)
1.338(8)
1.430(7)
0.9500
1.220(7)
1.237(6)

129.32(18)
91.62(18)
66.9(2)
166.74(18)
38.16(19)
78.9(2)
99.08(18)
37.01(19)
37.7(2)
67.8(2)
111.40(19)
78.9(2)
37.0(2)
66.0(2)
67.42)
145.99(18)
67.59(19)
66.8(2)
36.71(19)



C(13)-Ru(1)-C(9)
C(16)-Ru(1)-C(9)
N(7)-Ru(1)-S(4)
C(12)-Ru(1)-S(4)
C(15)-Ru(1)-S(4)
C(11)-Ru(1)-S(4)
C(13)-Ru(1)-S(4)
C(16)-Ru(1)-S(4)
C(9)-Ru(1)-S(4)
N(7)-Ru(1)-S(3)
C(12)-Ru(1)-S(3)
C(15)-Ru(1)-S(3)
C(11)-Ru(1)-S(3)
C(13)-Ru(1)-S(3)
C(16)-Ru(1)-S(3)
C(9)-Ru(1)-S(3)
S(4)-Ru(1)-S(3)
N(2)-Ru(2)-C(23)
N(2)-Ru(2)-C(22)
C(23)-Ru(2)-C(22)
N(2)-Ru(2)-C(26)
C(23)-Ru(2)-C(26)
C(22)-Ru(2)-C(26)
N(2)-Ru(2)-C(24)
C(23)-Ru(2)-C(24)
C(22)-Ru(2)-C(24)
C(26)-Ru(2)-C(24)
N(2)-Ru(2)-C(27)
C(23)-Ru(2)-C(27)
C(22)-Ru(2)-C(27)
C(26)-Ru(2)-C(27)
C(24)-Ru(2)-C(27)
N(2)-Ru(2)-C(21)
C(23)-Ru(2)-C(21)
C(22)-Ru(2)-C(21)
C(26)-Ru(2)-C(21)
C(24)-Ru(2)-C(21)
C(27)-Ru(2)-C(21)

80.0(2)
36.7(2)
80.79(12)
89.66(15)
142.35(15)
101.04(15)
106.90(15)
166.89(15)
132.38(15)
90.24(11)
137.86(15)
134.82(15)
103.02(15)
167.73(15)
101.82(15)
87.81(14)
82.36(5)
150.65(19)
163.85(19)
37.2(2)
93.9(2)
66.5(2)
78.6(2)
114.37(19)
37.5(2)
67.8(2)
37.42)
99.3(2)
78.5(2)
66.1(2)
37.2(2)
67.7(2)
126.66(18)
67.2(2)
37.2(2)
66.8(2)
80.5(2)
36.5(2)



N(2)-Ru(2)-S(3)
C(23)-Ru(2)-S(3)
C(22)-Ru(2)-S(3)
C(26)-Ru(2)-S(3)
C(24)-Ru(2)-S(3)
C(27)-Ru(2)-S(3)
C(21)-Ru(2)-S(3)
N(2)-Ru(2)-S(4)
C(23)-Ru(2)-S(4)
C(22)-Ru(2)-S(4)
C(26)-Ru(2)-S(4)
C(24)-Ru(2)-S(4)
C(27)-Ru(2)-S(4)
C(21)-Ru(2)-S(4)
S(3)-Ru(2)-S(4)
C(6)-S(3)-Ru(2)
C(6)-S(3)-Ru(1)
Ru(2)-S(3)-Ru(1)
C(31)-S(4)-Ru(1)
C(31)-S(4)-Ru(2)
Ru(1)-S(4)-Ru(2)
F(11)-P(2)-F(12)
F(11)-P(2)-F(7)
F(12)-P(2)-F(7)
F(11)-P(2)-F(9)
F(12)-P(2)-F(9)
F(7)-P(2)-F(9)
F(11)-P(2)-F(8)
F(12)-P(2)-F(8)
F(7)-P(2)-F(8)
F(9)-P(2)-F(8)
F(11)-P(2)-F(10)
F(12)-P(2)-F(10)
F(7)-P(2)-F(10)
F(9)-P(2)-F(10)
F(8)-P(2)-F(10)
F(3)-P(1)-F(4)
F(3)-P(1)-F(6)

80.77(12)
91.23(15)
115.35(16)
122.07(16)
93.19(14)
159.21(16)
152.09(14)
90.50(12)
116.69(15)
90.54(16)
154.86(16)
154.01(15)
117.67(16)
90.84(15)
83.07(5)
96.94(18)
108.78(18)
96.12(6)
97.05(17)
107.61(17)
96.88(6)
91.2(3)
90.2(2)
91.0(2)
89.2(3)
179.4(2)
88.7(2)
179.0(3)
89.6(2)
90.4(2)
90.0(2)
90.2(2)
89.4(2)
179.4(3)
91.0(2)
89.1(2)
91.2(2)
178.8(2)



F(4)-P(1)-F(6)
F(G3)-P(1)-F(1)
F(4)-P(1)-F(1)
F(6)-P(1)-F(1)
FG3)-P(1)-F(2)
F(4)-P(1)-F(2)
F(6)-P(1)-F(2)
F(1)-P(1)-F(2)
FG3)-P(1)-F(5)
F(4)-P(1)-F(5)
F(6)-P(1)-F(5)
F(1)-P(1)-F(5)
F(2)-P(1)-F(5)
O(1)-N(1)-0(2)
O(1)-N(1)-C(1)
O(2)-N(1)-C(1)
0(3)-C(1)-C(2)
O(3)-C(1)-N(T)
C(2)-C(1)-N(1)
C(1)-0(3)-C(4)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3)
C(2)-C(3)-HQ3)
C(1)-C(2)-C3)
C(1)-C(2)-H(2)
C(3)-C(2)-H(2)
N(2)-C(5)-C(4)
N(2)-C(5)-H(5)
C(4)-C(5)-H(5)
C(3)-C(H-003)
C(3)-C(H-C(5)
0(3)-C(4)-C(5)
C(5)-N(2)-NG3)
C(5)-N(2)-Ru(2)
N(3)-N(2)-Ru(2)
N(3)-C(6)-N(4)
N(3)-C(6)-5(3)
N(4)-C(6)-5(3)

89.4(2)
90.0(2)
178.6(2)
89.3(2)
89.8(2)
89.6(2)
91.2(2)
89.9(2)
91.0(2)
90.3(2)
88.0(2)
90.2(2)
179.2(2)
126.4(5)
118.0(5)
115.6(5)
114.0(5)
116.5(5)
129.6(5)
105.2(4)
107.6(5)
123(4)
129(4)
104.5(5)
127.8
127.8
126.6(5)
116.7
116.7
108.7(5)
138.0(5)
113.1(4)
114.7(4)
123.2(4)
122.1(3)
120.5(5)
122.5(4)
117.0(4)



C(6)-N(3)-N(2)
C(6)-N(3)-H(3N)
N(2)-N(3)-H(3N)
C(6)-N(4)-C(7)
C(6)-N(4)-H(4)
C(7)-N(4)-H(4)
C(7)-C(8)-H(8A)
C(7)-C(8)-H(8B)
H(8A)-C(8)-H(8B)
C(7)-C(8)-H(8C)
H(8A)-C(8)-H(8C)
H(8B)-C(8)-H(8C)
N(4)-C(7)-C(8)
N(4)-C(7)-H(7A)
C(8)-C(7)-H(7A)
N(4)-C(7)-H(7B)
C(8)-C(7)-H(7B)
H(7A)-C(7)-H(7B)
C(9)-C(10)-H(10A)
C(9)-C(10)-H(10B)

H(10A)-C(10)-H(10B)

C(9)-C(10)-H(10C)

H(10A)-C(10)-H(10C)
H(10B)-C(10)-H(10C)

C(11)-C(9)-C(16)
C(11)-C(9)-C(10)
C(16)-C(9)-C(10)
C(11)-C(9)-Ru(1)
C(16)-C(9)-Ru(1)
C(10)-C(9)-Ru(1)
C(12)-C(13)-C(15)
C(12)-C(13)-C(17)
C(15)-C(13)-C(17)
C(12)-C(13)-Ru(1)
C(15)-C(13)-Ru(1)
C(17)-C(13)-Ru(1)
C(9)-C(11)-C(12)
C(9)-C(11)-Ru(1)

116.0(4)
122.0
122.0
122.2(4)
118.9
118.9
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
110.7(5)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
118.3(5)
121.1(5)
120.5(5)
69.8(3)
71.1(3)
130.1(4)
116.8(5)
122.3(5)
121.0(5)
69.5(3)
69.7(3)
132.3(4)
120.7(5)
73.5(3)



C(12)-C(11)-Ru(1)
C(9)-C(11)-H(11)

C(12)-C(11)-H(11)
Ru(1)-C(11)-H(11)
C(13)-C(12)-C(11)
C(13)-C(12)-Ru(1)
C(11)-C(12)-Ru(1)
C(13)-C(12)-H(12)
C(11)-C(12)-H(12)
Ru(1)-C(12)-H(12)
C(15)-C(16)-C(9)

C(15)-C(16)-Ru(1)
C(9)-C(16)-Ru(1)

C(15)-C(16)-H(16)
C(9)-C(16)-H(16)

Ru(1)-C(16)-H(16)
C(16)-C(15)-C(13)
C(16)-C(15)-Ru(1)
C(13)-C(15)-Ru(1)
C(16)-C(15)-H(15)
C(13)-C(15)-H(15)
Ru(1)-C(15)-H(15)

C(17)-C(18)-H(18A)
C(17)-C(18)-H(18B)
H(18A)-C(18)-H(18B)
C(17)-C(18)-H(18C)
H(18A)-C(18)-H(18C)
H(18B)-C(18)-H(18C)
C(17)-C(19)-H(19A)
C(17)-C(19)-H(19B)
H(19A)-C(19)-H(19B)
C(17)-C(19)-H(19C)
H(19A)-C(19)-H(19C)
H(19B)-C(19)-H(19C)

C(13)-C(17)-C(19)
C(13)-C(17)-C(18)
C(19)-C(17)-C(18)
C(13)-C(17)-H(17)

70.1(3)
119.6
119.6
129.2
121.4(5)

73.5(3)

71.8(3)
119.3
119.3
127.6
120.6(5)

69.9(3)

72.3(3)

121(3)
118(2)
137(2)
122.0(5)

73.2(3)

72.6(3)
119.0
119.0
127.4
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1(5)
113.9(5)
110.2(6)

108(4)



C(19)-C(17)-H(17)
C(18)-C(17)-H(17)
C(23)-C(24)-C(26)
C(23)-C(24)-C(28)
C(26)-C(24)-C(28)
C(23)-C(24)-Ru(2)
C(26)-C(24)-Ru(2)
C(28)-C(24)-Ru(2)
C(22)-C(23)-C(24)
C(22)-C(23)-Ru(2)
C(24)-C(23)-Ru(2)
C(22)-C(23)-H(23)
C(24)-C(23)-H(23)
Ru(2)-C(23)-H(23)
C(23)-C(22)-C(21)
C(23)-C(22)-Ru(2)
C(21)-C(22)-Ru(2)
C(23)-C(22)-H(22)
C(21)-C(22)-H(22)
Ru(2)-C(22)-H(22)
C(27)-C(21)-C(22)
C(27)-C(21)-C(20)
C(22)-C(21)-C(20)
C(27)-C(21)-Ru(2)
C(22)-C(21)-Ru(2)
C(20)-C(21)-Ru(2)

C(21)-C(20)-H(20A)
C(21)-C(20)-H(20B)
H(20A)-C(20)-H(20B)
C(21)-C(20)-H(20C)
H(20A)-C(20)-H(20C)
H(20B)-C(20)-H(20C)

C(27)-C(26)-C(24)
C(27)-C(26)-Ru(2)
C(24)-C(26)-Ru(2)
C(27)-C(26)-H(26)
C(24)-C(26)-H(26)
Ru(2)-C(26)-H(26)

109(4)
108(4)
116.4(5)
118.9(5)
124.6(5)
70.1(3)
70.8(3)
128.3(4)
122.0(5)
71.7(3)
72.4(3)
119.0
119.0
129.4
121.8(5)
71.0(3)
74.4(3)
123(4)
115(4)
123(4)
116.4(5)
122.1(5)
121.4(5)
70.1(3)
68.4(3)
130.3(4)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
121.8(6)
72.4(3)
71.8(3)
127(4)
111(4)
124(4)



C(21)-C(27)-C(26)
C(21)-C(27)-Ru(2)
C(26)-C(27)-Ru(2)
C(21)-C(27)-H(27)
C(26)-C(27)-H(27)
Ru(2)-C(27)-H(27)
C(28)-C(29)-H(29A)
C(28)-C(29)-H(29B)
H(29A)-C(29)-H(29B)
C(28)-C(29)-H(29C)
H(29A)-C(29)-H(29C)
H(29B)-C(29)-H(29C)
C(30)-C(28)-C(24)
C(30)-C(28)-C(29)
C(24)-C(28)-C(29)
C(30)-C(28)-H(28)
C(24)-C(28)-H(28)
C(29)-C(28)-H(28)
C(28)-C(30)-H(300)
C(28)-C(30)-H(301)
H(300)-C(30)-H(301)
C(28)-C(30)-H(302)
H(300)-C(30)-H(302)
H(301)-C(30)-H(302)
N(6)-C(31)-N(5)
N(6)-C(31)-S(4)
N(5)-C(31)-S(4)
C(31)-N(6)-N(7)
C(31)-N(6)-H(6)
N(7)-N(6)-H(6)
C(31)-N(5)-C(33)
C(31)-N(5)-H(5A)
C(33)-N(5)-H(5A)
C(32)-N(7)-N(6)
C(32)-N(7)-Ru(1)
N(6)-N(7)-Ru(1)
N(7)-C(32)-C(35)
N(7)-C(32)-H(32)

121.5(5)
73.4(3)
70.4(3)

114(3)
124(3)
125(3)

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.5

109.9(6)

112.0(5)

113.1(5)

112(4)
102(3)
107(4)
113(4)
110(4)
109(6)
118(4)
101(5)
106(6)

121.8(5)

122.7(4)

115.5(4)

116.0(4)

122.0

122.0

125.2(4)

117.4

117.4

116.4(4)

121.5(4)

122.1(3)

127.2(5)

109(4)



C(35)-C(32)-H(32) 123(4)

N(5)-C(33)-C(34) 112.1(5)
N(5)-C(33)-H(33A) 109.2
C(34)-C(33)-H(33A) 109.2
N(5)-C(33)-H(33B) 109.2
C(34)-C(33)-H(33B) 109.2
H(33A)-C(33)-H(33B) 107.9
C(33)-C(34)-H(34A) 109.5
C(33)-C(34)-H(34B) 109.5
H(34A)-C(34)-H(34B) 109.5
C(33)-C(34)-H(34C) 109.5
H(34A)-C(34)-H(34C) 109.5
H(34B)-C(34)-H(34C) 109.5
C(37)-0(4)-C(35) 105.1(4)
C(36)-C(35)-0(4) 109.1(5)
C(36)-C(35)-C(32) 138.2(5)
0(4)-C(35)-C(32) 112.7(5)
C(35)-C(36)-C(38) 107.2(5)
C(35)-C(36)-H(36) 128(4)
C(38)-C(36)-H(36) 125(4)
C(38)-C(37)-0(4) 112.2(5)
C(38)-C(37)-N(8) 131.1(5)
0(4)-C(37)-N(8) 116.6(5)
C(37)-C(38)-C(36) 106.4(5)
C(37)-C(38)-H(38) 126.8
C(36)-C(38)-H(38) 126.8
0(6)-N(8)-0(5) 126.0(6)
0(6)-N(8)-C(37) 118.9(5)
O(5)-N(8)-C(37) 114.9(5)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:



Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for RuL3. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: -2m?[ h? a*?U!! + ... +2hk a* b* U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Ru(1) 16(1) 15(1) 14(1) -1(1) (1) -1(1)
Ru(2) 16(1) 15(1) 15(1) 0(1) (1) -1(1)
S(3) 20(1) 15(1) 17(1) 1(1) 10(1) 0(1)
S(4) 19(1) 15(1) 16(1) -1(1) 6(1) (1)
P(2) 37(1) 26(1) 34(1) -7(1) 20(1) -10(1)
P(1) 27(1) 28(1) 29(1) 2(1) 14(1) -6(1)
F(1) 37(2) 65(3) 28(2) 2(2) 7(2) 22(2)
F(2) 46(2) 27(2) 41(2) 3(2) 14(2) -102)
F(6) 32(2) 71(3) 52(3) -28(2) 25(2) -16(2)
F(4) 66(3) 40(2) 43(2) -17(2) 32(2) 20(2)
F(5) 72(3) 40(2) 65(3) 16(2) 32(3) -12(2)
F(3) 40(2) 53(3) 83(3) 23(2) 36(2) 16(2)
F(8) 42(2) 32(2) 62(3) -10(2) 28(2) -6(2)
F(12) 45(2) 72(3) 36(2) -11(2) 12(2) 23(2)
F(7) 43(3) 42(2) 59(3) 8(2) 20(2) -16(2)
F(9) 85(3) 67(3) 34(2) 21(2) 25(2) -12(2)
F(11) 54(3) 44(3) 116(4) -10(3) 48(3) -1(2)
F(10) 64(3) 48(2) 60(3) -7(2) 47(2) -16(2)
0(2) 76(4) 40(3) 30(3) 3(2) 34(3) 16(3)
o(1) 121(5) 25(3) 57(3) 15(2) 65(4) 14(3)
N(1) 54(4) 31(3) 35(3) 10(3) 30(3) 17(3)
c(1) 31(3) 27(3) 15(3) 0(2) 12(3) 7(3)
0(3) 37(2) 20(2) 27(2) 6(2) 20(2) 5(2)
C(3) 25(3) 25(3) 22(3) 0(3) 11(3) -4(3)
CQ2) 27(3) 28(3) 29(3) -4(3) 19(3) 303)
C(5) 18(3) 14(3) 22(3) 4(2) 10(2) 2(2)
C(4) 17(3) 21(3) 22(3) 3(2) 11(2) 6(2)
NQ) 20(3) 9(2) 21(3) 4(2) 8(2) 1(2)
C(6) 18(3) 20(3) 15(3) 12) 7(2) 1(2)
N@) 30(3) 15(2) 24(3) -7(2) 16(2) -4(2)
N(4) 27(3) 12(2) 33(3) 2(2) 20(2) -3(2)
C(8) 42(4) 15(3) 39(4) -73) 24(3) -6(3)

C(7) 40(4) 14(3) 32(4) -5(3) 17(3) 2(3)



C(10)
C©9)
C(13)
c(11)
C(12)
C(16)
C(15)
C(18)
C(19)
c(17)
C(24)
C(23)
C(22)
C@1)
C(20)
C(26)
c@27)
C(29)
C(28)
C(30)
c(31)
N(6)
N(5)
N(7)
C(32)
C(33)
C(34)
O(4)
C(35)
C(36)
C(37)
C(38)
N(8)
0(6)
O(5)
O(1W)

33(3)
20(3)
18(3)
16(3)
28(3)
25(3)
16(3)
40(4)
46(5)
30(4)
18(3)
18(3)
24(3)
28(3)
39(4)
18(3)
21(3)
34(4)
23(3)
35(4)
15(3)
21(2)
24(3)
12(2)
21(3)
35(4)
26(3)
3202)
21(3)
27(3)
34(3)
37(4)
64(4)
76(4)
86(4)

224(12)

28(3)
23(3)
26(3)
28(3)
21(3)
23(3)
26(3)
30(4)
80(6)
33(4)
20(3)
26(3)
15(3)
21(3)
18(3)
25(4)
28(3)
21(3)
34(4)
48(5)
14(3)
19(2)
19(2)
12(2)
21(3)
22(3)
47(4)
19(2)
20(3)
23(3)
20(3)
24(3)
23(3)
37(3)
3103)

235(13)

19(3)
15(3)
16(3)
19(3)
19(3)
28(3)
23(3)
27(4)
49(5)
26(3)
19(3)
17(3)
22(3)
17(3)
25(3)
29(4)
19(3)
48(4)
29(4)
25(4)
15(3)
10(2)
17(2)
15(2)
17(3)
19(3)
19(3)
18(2)
23(3)
22(3)
17(3)
19(3)
31(3)
35(3)
31(3)

177(10)

1(3)
202)
-5(2)

-11(2)

-5(2)
2(3)
2(3)
73)
17(4)
-13)
2(2)
3(2)
-8(2)
-4(2)
3(2)
0(3)
3(3)
6(3)
13(3)
12(4)
3(2)
-1(2)
-2(2)
-2(2)
-5(2)
-1(2)
7(3)
-3(2)
-5(2)
-5(3)
-2(2)
-3(2)
-4(3)
4(2)

-15(2)

34(9)

9(3)
8(3)
9(3)
8(2)
15(3)
19(3)
9(3)
1(3)
21(4)
73)
3(2)
6(2)
7(3)
6(3)
8(3)
10(3)
7(3)
16(3)
7(3)
5(3)
1(2)
6(2)
6(2)
3(2)
7(3)
12(3)
3(3)
7(2)
8(3)
12(3)
0(3)
15(3)
10(3)
7(3)
113)

112(9)

13)
5(2)
1(2)
-1(2)
1(2)
13)
1(2)
10(3)
45(4)
9(3)
-5(2)
-2(2)
-1(2)
7(3)
-5(3)
-2(3)
-9(3)
3(3)
8(3)
14(4)
1(2)
-4(2)
-8(2)
1(2)
-1(2)

-14(3)

3(3)

-10(2)

-4(2)

11(3)

-6(3)
0(3)
-8(3)

28(3)
-19(3)

8(10)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10%) and isotropic displacement parameters (A2x 10 %)

for RuL3.
X y zZ U(eq)

H(2) 960 -88 2540 31
H(5) 1315 3231 4347 21
H(3N) 712 431 4367 25
H(4) -31 =707 5342 26
H(8A) -148 -2814 4962 44
H(8B) -301 -3015 4174 44
H(8C) =773 -2148 4393 44
H(7A) 593 -1660 4625 33
H(7B) -41 -965 4082 33
H(10A) -413 1617 7330 41
H(10B) 219 1985 7159 41
H(10C) -196 782 6840 41
H(11) -228 3964 6673 25
H(12) -937 5064 5709 25
H(15) -1974 1985 4919 26
H(18A) -1440 5847 4650 54
H(18B) -2039 5656 3922 54
H(18C) -1390 4802 4155 54
H(19A) -2757 4450 5020 87
H(19B) -2834 5492 4476 87
H(19C) -2259 5586 5226 87
H(23) 1459 3078 7111 25
H(20A) 1568 6083 5222 43
H(20B) 1781 6679 5958 43
H(20C) 1024 6233 5550 43
H(29A) 2758 541 6450 52
H(29B) 1980 223 6043 52
H(29C) 2412 -491 6726 52
H(6) =779 2606 3513 20
H(5A) 294 4925 4038 24
H(33A) -495 3569 2923 30
H(33B) 104 4439 2942 30



H(34A)
H(34B)
H(34C)
H(38)
H(Q27)
H(26)
H(16)
H(36)
H(3)
H(300)
H(301)
H(28)
H(32)
H(17)
H(302)
H(22)

-1139

-956
-548

-1536

2170(20)
2440(30)

-1330(20)
-1030(30)

810(30)
2580(30)
2720(30)
1690(30)

-1240(30)
-2290(30)

3130(30)
1160(30)

5295
5258
6131
-131
4270(40)
2310(50)
770(40)
1490(50)
20(50)
1970(60)
620(70)
1000(50)
780(50)
3780(60)
1570(60)
4930(50)

2927
2272

2895

2017

5440(30)
5960(30)
5920(20)
2840(30)
3670(30)
7890(30)
7860(30)
6910(30)
4500(30)
4280(30)
7690(30)
6540(30)

48
48

48

30

10(14)
17(15)
16(13)
18(15)
36(18)
30(17)
50(20)
40(20)
30(17)
41(19)
50(20)
38(19)




Table 6. Torsion angles [°] for RuL3.

N(2)-Ru(2)-S(3)-C(6) 8.8(2)
C(23)-Ru(2)-S(3)-C(6) -142.8(2)
C(22)-Ru(2)-S(3)-C(6) -172.3(2)
C(26)-Ru(2)-S(3)-C(6) -80.0(3)
C(24)-Ru(2)-S(3)-C(6) -105.4(2)
C(27)-Ru(2)-S(3)-C(6) -83.2(5)
C(21)-Ru(2)-S(3)-C(6) 179.0(3)
S(4)-Ru(2)-S(3)-C(6) 100.43(18)
N(2)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) -101.04(12)
C(23)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 107.35(15)
C(22)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 77.91(18)
C(26)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 170.16(19)
C(24)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 144.78(15)
C(27)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 166.9(5)
C(21)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) 69.2(3)
S(4)-Ru(2)-S(3)-Ru(1) -9.39(5)
N(7)-Ru(1)-S(3)-C(6) 9.2(2)
C(12)-Ru(1)-S(3)-C(6) -170.8(3)
C(15)-Ru(1)-S(3)-C(6) 83.3(3)
C(11)-Ru(1)-S(3)-C(6) 170.5(2)
C(13)-Ru(1)-S(3)-C(6) 130.4(7)
C(16)-Ru(1)-S(3)-C(6) 102.7(2)
C(9)-Ru(1)-S(3)-C(6) 136.8(2)
S(4)-Ru(1)-S(3)-C(6) -89.88(19)
N(7)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) 90.28(12)
C(12)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -71.3(2)
C(15)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -177.2(2)
C(11)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -90.03(16)
C(13)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -130.1(7)
C(16)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -157.78(15)
C(9)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) -123.69(15)
S(4)-Ru(1)-S(3)-Ru(2) 9.60(5)
N(7)-Ru(1)-S(4)-C(31) 7.9(2)
C(12)-Ru(1)-S(4)-C(31) -122.12)
C(15)-Ru(1)-S(4)-C(31) -72.7(3)

C(11)-Ru(1)-S(4)-C(31) -158.8(2)



C(13)-Ru(1)-S(4)-C(31)
C(16)-Ru(1)-S(4)-C(31)
C(9)-Ru(1)-S(4)-C(31)
S(3)-Ru(1)-S(4)-C(31)
N(7)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(12)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(15)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(11)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(13)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(16)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
C(9)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
S(3)-Ru(1)-S(4)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(23)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(22)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(26)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(24)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(27)-Ru(2)-S(4)-C(31)
C(21)-Ru(2)-S(4)-C(31)
S(3)-Ru(2)-S(4)-C(31)
N(2)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(23)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(22)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(26)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(24)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(27)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
C(21)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
S(3)-Ru(2)-S(4)-Ru(1)
O(1)-N(1)-C(1)-0(3)
0(2)-N(1)-C(1)-0(3)
O(1)-N(1)-C(1)-C(2)
0(2)-N(1)-C(1)-C(2)
C(2)-C(1)-0(3)-C(4)
N(1)-C(1)-0(3)-C(4)
0(3)-C(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(1)-C(2)-C(3)
C(4)-C(3)-C(2)-C(1)
C(2)-C(3)-C(4)-0(3)

-88.9(2)
-151.0(7)
179.3(2)
99.37(17)

-100.90(12)

129.09(15)
178.5(2)
92.44(15)
162.33(15)
100.2(7)
70.53(19)
-9.41(5)
9.3(2)
-177.8(2)
154.6(2)
91.0(4)
-173.0(4)
91.5(3)
117.4(2)
-89.94(18)
90.37(12)
-78.16(17)

-105.76(16)

-169.4(4)
-73.3(3)

-168.81(18)
-142.96(14)

9.73(5)
2.1(8)
-177.7(5)
-177.9(6)
2.2(10)
-0.9(6)
179.0(5)
1.3(7)
-178.6(6)
-1.2(6)
0.7(6)



C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(1)-0(3)-C(4)-C(3)
C(1)-0(3)-C(4)-C(5)
N(2)-C(5)-C(4)-C(3)
N(2)-C(5)-C(4)-0(3)
C(4)-C(5)-N(2)-N(3)
C(4)-C(5)-N(2)-Ru(2)
C(23)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(22)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(26)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(24)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(27)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(21)-Ru(2)-N(2)-C(5)
S(3)-Ru(2)-N(2)-C(5)
S(4)-Ru(2)-N(2)-C(5)
C(23)-Ru(2)-N(2)-N(3)
C(22)-Ru(2)-N(2)-N(3)
C(26)-Ru(2)-N(2)-N(3)
C(24)-Ru(2)-N(2)-N(3)
C(27)-Ru(2)-N(2)-N(3)
C(21)-Ru(2)-N(2)-N(3)
S(3)-Ru(2)-N(2)-N(3)
S(4)-Ru(2)-N(2)-N(3)
Ru(2)-S(3)-C(6)-N(3)
Ru(1)-S(3)-C(6)-N(3)
Ru(2)-S(3)-C(6)-N(4)
Ru(1)-S(3)-C(6)-N(4)
N(4)-C(6)-N(3)-N(2)
S(3)-C(6)-N(3)-N(2)
C(5)-N(2)-N(3)-C(6)
Ru(2)-N(2)-N(3)-C(6)
N(3)-C(6)-N(4)-C(7)
S(3)-C(6)-N(4)-C(7)
C(6)-N(4)-C(7)-C(8)
N(7)-Ru(1)-C(9)-C(11)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(11)
C(15)-Ru(1)-C(9)-C(11)
C(13)-Ru(1)-C(9)-C(11)

-174.6(6)
0.1(6)
176.7(4)
-9.2(11)
175.7(5)
2.1(8)
177.5(4)
-116.7(5)
-9.1(9)
-70.6(4)
-103.2(4)
-33.6(5)
-6.8(5)
167.5(4)
84.6(4)
62.9(6)
170.5(6)
108.9(4)
76.4(4)
146.0(4)
172.7(4)
-13.0(4)
-95.8(4)
-7.3(5)
91.6(5)
172.2(4)
-88.9(4)
179.2(4)
-1.2(7)
-168.7(5)
11.8(6)
0.7(8)
-178.9(4)
-171.1(5)
-157.4(3)
-29.6(3)
-103.0(3)
-66.0(3)



C(16)-Ru(1)-C(9)-C(11)
S(4)-Ru(1)-C(9)-C(11)
S(3)-Ru(1)-C(9)-C(11)
N(7)-Ru(1)-C(9)-C(16)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(16)
C(15)-Ru(1)-C(9)-C(16)
C(11)-Ru(1)-C(9)-C(16)
C(13)-Ru(1)-C(9)-C(16)
S(4)-Ru(1)-C(9)-C(16)
S(3)-Ru(1)-C(9)-C(16)
N(7)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(12)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(15)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(11)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(13)-Ru(1)-C(9)-C(10)
C(16)-Ru(1)-C(9)-C(10)
S(4)-Ru(1)-C(9)-C(10)
S(3)-Ru(1)-C(9)-C(10)
N(7)-Ru(1)-C(13)-C(12)
C(15)-Ru(1)-C(13)-C(12)
C(11)-Ru(1)-C(13)-C(12)
C(16)-Ru(1)-C(13)-C(12)
C(9)-Ru(1)-C(13)-C(12)
S(4)-Ru(1)-C(13)-C(12)
S(3)-Ru(1)-C(13)-C(12)
N(7)-Ru(1)-C(13)-C(15)
C(12)-Ru(1)-C(13)-C(15)
C(11)-Ru(1)-C(13)-C(15)
C(16)-Ru(1)-C(13)-C(15)
C(9)-Ru(1)-C(13)-C(15)
S(4)-Ru(1)-C(13)-C(15)
S(3)-Ru(1)-C(13)-C(15)
N(7)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(12)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(15)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(11)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(16)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(9)-Ru(1)-C(13)-C(17)

-131.4(5)
37.8(4)
115.4(3)
-26.1(5)
101.8(3)
28.43)
131.4(5)
65.4(3)
169.2(3)

-113.3(3)
88.3(6)

-143.8(6)
142.8(6)

-114.2(6)
179.8(5)
114.4(6)
-76.4(5)

1.1(5)

-148.6(3)
130.6(5)
29.7(3)
101.9(4)
65.9(3)
-65.6(3)
72.4(8)
80.8(3)

-130.6(5)

-100.9(4)
-28.7(3)
-64.7(3)
163.8(3)
-58.2(8)
-33.1(6)
115.5(7)

-113.9(7)
145.2(6)

-142.6(6)

-178.6(6)



S(4)-Ru(1)-C(13)-C(17)
S(3)-Ru(1)-C(13)-C(17)
C(16)-C(9)-C(11)-C(12)
C(10)-C(9)-C(11)-C(12)
Ru(1)-C(9)-C(11)-C(12)
C(16)-C(9)-C(11)-Ru(1)
C(10)-C(9)-C(11)-Ru(1)
N(7)-Ru(1)-C(11)-C(9)
C(12)-Ru(1)-C(11)-C(9)
C(15)-Ru(1)-C(11)-C(9)
C(13)-Ru(1)-C(11)-C(9)
C(16)-Ru(1)-C(11)-C(9)
S(4)-Ru(1)-C(11)-C(9)
S(3)-Ru(1)-C(11)-C(9)
N(7)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(15)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(13)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(16)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(9)-Ru(1)-C(11)-C(12)
S(4)-Ru(1)-C(11)-C(12)
S(3)-Ru(1)-C(11)-C(12)
C(15)-C(13)-C(12)-C(11)
C(17)-C(13)-C(12)-C(11)
Ru(1)-C(13)-C(12)-C(11)
C(15)-C(13)-C(12)-Ru(1)
C(17)-C(13)-C(12)-Ru(1)
C(9)-C(11)-C(12)-C(13)
Ru(1)-C(11)-C(12)-C(13)
C(9)-C(11)-C(12)-Ru(1)
N(7)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(15)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(11)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(16)-Ru(1)-C(12)-C(13)
C(9)-Ru(1)-C(12)-C(13)
S(4)-Ru(1)-C(12)-C(13)
S(3)-Ru(1)-C(12)-C(13)
N(7)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(15)-Ru(1)-C(12)-C(11)

49.9(6)

-172.1(5)

0.1(8)
179.3(5)
53.8(4)
-53.8(4)
125.4(5)
110.7(8)
132.4(5)
65.9(3)
103.6(3)
29.43)

-152.5(3)

-67.9(3)

21.7(10)

-66.6(3)
-28.9(3)

-103.0(3)
-132.4(5)

75.0(3)
159.6(3)
2.8(7)
176.4(5)
-55.7(4)
52.9(4)

-127.9(5)

1.0(8)

56.5(4)
-55.4(5)
41.6(4)
-30.3(3)

-132.1(5)

-67.0(3)

-103.6(4)

119.4(3)

-162.4(3)

173.7(3)
101.8(3)



C(13)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(16)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(9)-Ru(1)-C(12)-C(11)
S(4)-Ru(1)-C(12)-C(11)
S(3)-Ru(1)-C(12)-C(11)
C(11)-C(9)-C(16)-C(15)
C(10)-C(9)-C(16)-C(15)
Ru(1)-C(9)-C(16)-C(15)
C(11)-C(9)-C(16)-Ru(1)
C(10)-C(9)-C(16)-Ru(1)
N(7)-Ru(1)-C(16)-C(15)
C(12)-Ru(1)-C(16)-C(15)
C(11)-Ru(1)-C(16)-C(15)
C(13)-Ru(1)-C(16)-C(15)
C(9)-Ru(1)-C(16)-C(15)
S(4)-Ru(1)-C(16)-C(15)
S(3)-Ru(1)-C(16)-C(15)
N(7)-Ru(1)-C(16)-C(9)
C(12)-Ru(1)-C(16)-C(9)
C(15)-Ru(1)-C(16)-C(9)
C(11)-Ru(1)-C(16)-C(9)
C(13)-Ru(1)-C(16)-C(9)
S(4)-Ru(1)-C(16)-C(9)
S(3)-Ru(1)-C(16)-C(9)
C(9)-C(16)-C(15)-C(13)
Ru(1)-C(16)-C(15)-C(13)
C(9)-C(16)-C(15)-Ru(1)
C(12)-C(13)-C(15)-C(16)
C(17)-C(13)-C(15)-C(16)
Ru(1)-C(13)-C(15)-C(16)
C(12)-C(13)-C(15)-Ru(1)
C(17)-C(13)-C(15)-Ru(1)
N(7)-Ru(1)-C(15)-C(16)
C(12)-Ru(1)-C(15)-C(16)
C(11)-Ru(1)-C(15)-C(16)
C(13)-Ru(1)-C(15)-C(16)
C(9)-Ru(1)-C(15)-C(16)
S(4)-Ru(1)-C(15)-C(16)

132.1(5)
65.1(3)
28.5(3)

-108.5(3)

-30.3(4)
0.7(8)

-178.5(5)

-52.5(5)
53.2(4)

-126.0(5)

-61.9(3)
66.1(3)
104.0(4)
29.2(3)
133.4(5)
95.7(7)

-156.9(3)

164.7(3)
67.2(3)

-133.4(5)

-29.4(3)

-104.1(3)

-37.7(9)
69.7(3)
2.6(8)
-56.1(5)
53.6(5)
3.5(8)

-175.7(5)

56.4(5)
-52.8(4)
128.0(5)
124.7(3)

-102.6(4)

-64.6(3)

-132.5(5)

-28.2(3)

-158.3(3)



S(3)-Ru(1)-C(15)-C(16)
N(7)-Ru(1)-C(15)-C(13)
C(12)-Ru(1)-C(15)-C(13)
C(11)-Ru(1)-C(15)-C(13)
C(16)-Ru(1)-C(15)-C(13)
C(9)-Ru(1)-C(15)-C(13)
S(4)-Ru(1)-C(15)-C(13)
S(3)-Ru(1)-C(15)-C(13)
C(12)-C(13)-C(17)-C(19)
C(15)-C(13)-C(17)-C(19)
Ru(1)-C(13)-C(17)-C(19)
C(12)-C(13)-C(17)-C(18)
C(15)-C(13)-C(17)-C(18)
Ru(1)-C(13)-C(17)-C(18)
N(2)-Ru(2)-C(24)-C(23)
C(22)-Ru(2)-C(24)-C(23)
C(26)-Ru(2)-C(24)-C(23)
C(27)-Ru(2)-C(24)-C(23)
C(21)-Ru(2)-C(24)-C(23)
S(3)-Ru(2)-C(24)-C(23)
S(4)-Ru(2)-C(24)-C(23)
N(2)-Ru(2)-C(24)-C(26)
C(23)-Ru(2)-C(24)-C(26)
C(22)-Ru(2)-C(24)-C(26)
C(27)-Ru(2)-C(24)-C(26)
C(21)-Ru(2)-C(24)-C(26)
S(3)-Ru(2)-C(24)-C(26)
S(4)-Ru(2)-C(24)-C(26)
N(2)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(23)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(22)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(26)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(27)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(21)-Ru(2)-C(24)-C(28)
S(3)-Ru(2)-C(24)-C(28)
S(4)-Ru(2)-C(24)-C(28)
C(26)-C(24)-C(23)-C(22)
C(28)-C(24)-C(23)-C(22)

32.8(4)
-102.8(3)
29.8(3)
67.9(3)
132.5(5)
104.3(3)
-25.9(4)
165.2(2)
-76.8(7)
102.4(7)
-167.7(5)
46.0(7)
-134.8(6)
-44.9(8)
-169.2(3)
28.3(3)
128.8(5)
100.5(4)
64.8(3)
-87.9(3)
-7.2(5)
62.0(4)
-128.8(5)
-100.5(4)
-28.4(3)
-64.1(3)
143.3(3)
-136.0(3)
-57.4(5)
111.7(6)
140.0(6)
-119.5(7)
-147.8(6)
176.5(5)
23.9(5)
104.6(5)
1.1(8)
-177.8(5)



Ru(2)-C(24)-C(23)-C(22)
C(26)-C(24)-C(23)-Ru(2)
C(28)-C(24)-C(23)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-C(23)-C(22)
C(26)-Ru(2)-C(23)-C(22)
C(24)-Ru(2)-C(23)-C(22)
C(27)-Ru(2)-C(23)-C(22)
C(21)-Ru(2)-C(23)-C(22)
S(3)-Ru(2)-C(23)-C(22)
S(4)-Ru(2)-C(23)-C(22)
N(2)-Ru(2)-C(23)-C(24)
C(22)-Ru(2)-C(23)-C(24)
C(26)-Ru(2)-C(23)-C(24)
C(27)-Ru(2)-C(23)-C(24)
C(21)-Ru(2)-C(23)-C(24)
S(3)-Ru(2)-C(23)-C(24)
S(4)-Ru(2)-C(23)-C(24)
C(24)-C(23)-C(22)-C(21)
Ru(2)-C(23)-C(22)-C(21)
C(24)-C(23)-C(22)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-C(22)-C(23)
C(26)-Ru(2)-C(22)-C(23)
C(24)-Ru(2)-C(22)-C(23)
C(27)-Ru(2)-C(22)-C(23)
C(21)-Ru(2)-C(22)-C(23)
S(3)-Ru(2)-C(22)-C(23)
S(4)-Ru(2)-C(22)-C(23)
N(2)-Ru(2)-C(22)-C(21)
C(23)-Ru(2)-C(22)-C(21)
C(26)-Ru(2)-C(22)-C(21)
C(24)-Ru(2)-C(22)-C(21)
C(27)-Ru(2)-C(22)-C(21)
S(3)-Ru(2)-C(22)-C(21)
S(4)-Ru(2)-C(22)-C(21)
C(23)-C(22)-C(21)-C(27)
Ru(2)-C(22)-C(21)-C(27)
C(23)-C(22)-C(21)-C(20)
Ru(2)-C(22)-C(21)-C(20)

-54.2(5)
55.3(5)

-123.6(5)

154.0(4)
102.5(4)
133.6(5)
65.4(4)
28.9(3)

-132.8(3)

-49.9(4)
20.4(6)

-133.6(5)

31.1(3)
-68.2(3)

-104.6(4)

93.6(3)
176.5(3)
2.2(9)
-56.7(5)
54.5(5)

-129.5(7)

-66.0(3)
-28.4(3)

-102.9(4)
-132.5(5)

54.3(4)
136.9(3)
3.009)
132.5(5)
66.5(3)
104.0(4)
29.6(3)

-173.3(3)

-90.7(3)
2.4(8)
-52.8(4)

-179.8(5)

125.0(5)



C(23)-C(22)-C(21)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-C(21)-C(27)
C(23)-Ru(2)-C(21)-C(27)
C(22)-Ru(2)-C(21)-C(27)
C(26)-Ru(2)-C(21)-C(27)
C(24)-Ru(2)-C(21)-C(27)
S(3)-Ru(2)-C(21)-C(27)
S(4)-Ru(2)-C(21)-C(27)
N(2)-Ru(2)-C(21)-C(22)
C(23)-Ru(2)-C(21)-C(22)
C(26)-Ru(2)-C(21)-C(22)
C(24)-Ru(2)-C(21)-C(22)
C(27)-Ru(2)-C(21)-C(22)
S(3)-Ru(2)-C(21)-C(22)
S(4)-Ru(2)-C(21)-C(22)
N(2)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(23)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(22)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(26)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(24)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(27)-Ru(2)-C(21)-C(20)
S(3)-Ru(2)-C(21)-C(20)
S(4)-Ru(2)-C(21)-C(20)
C(28)-C(24)-C(26)-C(27)
Ru(2)-C(24)-C(26)-C(27)
C(23)-C(24)-C(26)-Ru(2)
C(28)-C(24)-C(26)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(23)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(22)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(24)-Ru(2)-C(26)-C(27)
C(21)-Ru(2)-C(26)-C(27)
S(3)-Ru(2)-C(26)-C(27)
S(4)-Ru(2)-C(26)-C(27)
N(2)-Ru(2)-C(26)-C(24)
C(23)-Ru(2)-C(26)-C(24)
C(22)-Ru(2)-C(26)-C(24)
C(27)-Ru(2)-C(26)-C(24)

55.2(5)
-48.3(4)
101.7(4)
130.7(5)
28.6(3)
65.1(3)
143.8(3)

-139.5(3)
-179.0(3)

-29.0(3)

-102.1(4)

-65.6(3)

-130.7(5)

13.1(5)
89.8(3)
67.5(6)

-142.5(6)
-113.6(6)

144.4(6)

-179.2(5)

115.8(6)

-100.5(5)

-23.8(5)
178.6(6)
54.7(5)
-54.9(4)
123.9(6)
100.3(4)

-102.3(4)

-65.2(4)

-133.4(5)

28.1(3)

-178.1(3)

0.8(6)

-126.3(3)

31.1(3)
68.2(3)
133.4(5)



C(21)-Ru(2)-C(26)-C(24)
S(3)-Ru(2)-C(26)-C(24)
S(4)-Ru(2)-C(26)-C(24)
C(22)-C(21)-C(27)-C(26)
C(20)-C(21)-C(27)-C(26)
Ru(2)-C(21)-C(27)-C(26)
C(22)-C(21)-C(27)-Ru(2)
C(20)-C(21)-C(27)-Ru(2)
C(24)-C(26)-C(27)-C(21)
Ru(2)-C(26)-C(27)-C(21)
C(24)-C(26)-C(27)-Ru(2)
N(2)-Ru(2)-C(27)-C(21)
C(23)-Ru(2)-C(27)-C(21)
C(22)-Ru(2)-C(27)-C(21)
C(26)-Ru(2)-C(27)-C(21)
C(24)-Ru(2)-C(27)-C(21)
S(3)-Ru(2)-C(27)-C(21)
S(4)-Ru(2)-C(27)-C(21)
N(2)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(23)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(22)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(24)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(21)-Ru(2)-C(27)-C(26)
S(3)-Ru(2)-C(27)-C(26)
S(4)-Ru(2)-C(27)-C(26)
C(23)-C(24)-C(28)-C(30)
C(26)-C(24)-C(28)-C(30)
Ru(2)-C(24)-C(28)-C(30)
C(23)-C(24)-C(28)-C(29)
C(26)-C(24)-C(28)-C(29)
Ru(2)-C(24)-C(28)-C(29)
Ru(1)-S(4)-C(31)-N(6)
Ru(2)-S(4)-C(31)-N(6)
Ru(1)-S(4)-C(31)-N(5)
Ru(2)-S(4)-C(31)-N(5)
N(5)-C(31)-N(6)-N(7)
S(4)-C(31)-N(6)-N(7)
N(6)-C(31)-N(5)-C(33)

105.3(4)
-44.7(4)
134.2(3)
-1.6(8)
-179.4(5)
-53.6(5)
51.9(4)
-125.8(5)
0.6(9)
54.9(5)
-54.3(5)
142.6(3)
-67.1(3)
-30.1(3)
-133.3(5)
-104.8(4)
-128.8(4)
47.1(4)
-84.1(4)
66.2(4)
103.2(4)
28.5(3)
133.3(5)
4.5(7)
-179.6(3)
-75.5(7)
105.7(7)
-162.2(5)
158.4(5)
-20.4(8)
71.7(7)
-6.5(4)
93.1(4)
170.9(4)
-89.6(4)
-178.4(4)
-1.2(6)
7.2(8)



S(4)-C(31)-N(5)-C(33)
C(31)-N(6)-N(7)-C(32)
C(31)-N(6)-N(7)-Ru(1)
C(12)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(15)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(11)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(13)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(16)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(9)-Ru(1)-N(7)-C(32)
S(4)-Ru(1)-N(7)-C(32)
S(3)-Ru(1)-N(7)-C(32)
C(12)-Ru(1)-N(7)-N(6)
C(15)-Ru(1)-N(7)-N(6)
C(11)-Ru(1)-N(7)-N(6)
C(13)-Ru(1)-N(7)-N(6)
C(16)-Ru(1)-N(7)-N(6)
C(9)-Ru(1)-N(7)-N(6)
S(4)-Ru(1)-N(7)-N(6)
S(3)-Ru(1)-N(7)-N(6)
N(6)-N(7)-C(32)-C(35)
Ru(1)-N(7)-C(32)-C(35)
C(31)-N(5)-C(33)-C(34)
C(37)-0(4)-C(35)-C(36)
C(37)-0(4)-C(35)-C(32)
N(7)-C(32)-C(35)-C(36)
N(7)-C(32)-C(35)-0(4)
0(4)-C(35)-C(36)-C(38)
C(32)-C(35)-C(36)-C(38)
C(35)-0(4)-C(37)-C(38)
C(35)-0(4)-C(37)-N(8)
0(4)-C(37)-C(38)-C(36)
N(8)-C(37)-C(38)-C(36)
C(35)-C(36)-C(38)-C(37)
C(38)-C(37)-N(8)-0(6)
0(4)-C(37)-N(8)-0(6)
C(38)-C(37)-N(8)-0(5)
0(4)-C(37)-N(8)-O(5)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

-170.1(4)
-169.3(5)

10.7(6)

-109.7(4)

-48.7(4)
-92.5(9)
-85.8(4)
-16.7(5)
-0.3(6)
168.4(4)
86.2(4)
70.3(4)
131.3(4)
87.5(9)
94.2(4)
163.4(3)
179.7(3)
-11.6(3)
-93.8(3)
1.3(8)

-178.7(4)

101.2(6)
0.3(6)

-178.8(5)

-2.5(12)
176.2(5)
-0.4(6)
178.4(7)
-0.1(6)
177.1(5)
0.1(7)

-176.8(6)

0.3(7)
174.0(7)
2.6(9)
-1.9(10)

-178.5(5)



5.2.2.1.2 ESTUDIO DE RMN
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Figura 2: Espectro "H-RMN de Rul1.
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Figura 3: Espectro 'H-RMN de Rul2.



bruno 4216
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Figura 4: Espectro "H-RMN de Rul3.
brunc 4217
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Figura 5: Espectro 'H-RMN de Rul4.
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