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RESUMEN

TITULO: SINTESIS DE COMPUESTOS FOTOSENSIBILIZADORES DERIVADOS DE CLO-
ROFILA CON POTENCIAL ACTIVIDAD BIOLOGICA*

AUTOR: Karen Ivonne Rodriguez Prada**
PALABRAS CLAVES: Clorofila, metilfeoforbida, fotosensibilizadores, terapia fotodinamica.
DESCRIPCION:

La ciencia en los ultimos afnos se ha centrando en desarrollar nuevos agentes terapéuti-
cos para el tratamiento de enfermedades con el fin de disminuir el uso de medicamentos y
mitigar el impacto a la resistencia de los mismos. La sintesis de compuestos derivados de
clorofila es de gran interés por sus productos que presentan propiedades fotosensibilizantes,
lo que permite su aplicacién en la terapia fotodinamica. Ademas, estos compuestos exhiben
un amplio espectro de actividad biologica o presentan mejores propiedades fotoquimicas,
dado que tienen en su estructura centros reactivos que facilita realizar numerosas modifica-
ciones estructurales.

En este trabajo de investigacion se realiz6 la sintesis de derivados de clorofila-a, partiendo
de la hoja de Spinacia oleracea. Las metodologias de sintesis se enfocaron en reacciones
clasicas y sencillas, el precursor principal metilfeoforbida-a se desarrollé6 con una reaccién
de transesterificacion, y los siguientes intermediarios se realizaron a través de reacciones
de sustitucion nucleofilica con aminas alifaticas como la hexilamina, dodecilamina y benci-
lamina. Los compuestos finales se sintetizaron con una reaccion directa entre el metal y el
ligando empleando acetatos de Zinc (ll) y Cobre (ll). Los compuestos fueron caracterizados
por las técnicas espectroscopicas de infrarrojo, resonancia magnética nuclear, ultravioleta vi-
sible y espectrometria de masas ESI, las cuales confirmaron su estructura. De igual manera,
se destaca su aplicabilidad como fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica, debido a
su absorcion en el rojo del espectro visible.

*Trabajo de grado
**Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director:
Julio Roberto Pinzén, Doctor en Quimica.
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ABSTRACT

TITLE: SYNTHESIS OF PHOTOSENSIBILIZING COMPOUNDS DERIVED FROM CHLO-
ROPHYLL WITH POTENTIAL BIOLOGICAL ACTIVITY*

AUTHOR: Karen Ivonne Rodriguez Prada**
KEYWORDS: Chlorophyll, methylfeoforbide, photosensitizers, photodynamic therapy.
DESCRIPTION:

Nowaday science has focused on developing new therapeutic agents for the treatment of
diseases in order to reduce the use of drugs and mitigate the impact of their resistance. The
synthesis of chlorophyll-derived compounds is of great interest because they have photosen-
sitizing properties, which allows their application in photodynamic therapy. In addition, these
compounds exhibit a broad spectrum of biological activity and have better photochemical
properties, because they have reactive centers in their structure that facilitates numerous
structural modifications.

In this research the synthesis of chlorophyll derivatives was carried out, starting from spi-
nach leaves. The synthetic methodologies focused on classic and simple reactions; the main
precursor methylfeoforbide, was prepared through a transesterification reaction, and the fo-
llowing intermediates were prepared through nucleophilic substitution reactions with alip-
hatic amines such as hexylamine, dodecylamine, benzylamine and cyclohexylamine. The
final compounds were synthesized with a direct reaction between the Zn (II) and Copper
(1) acetates and the chlorophyll derivatives. The compounds were characterized by infrared
spectroscopic, nuclear magnetic resonance, visible ultraviolet and ESI mass spectrometry.
Likewise, its applicability as photosensitizers for photodynamic therapy is highlighted, due to
its absorption in the red region of the visible spectrum.

*Bachelor Thesis
**Industrial University of Santander. Science Faculty. School of Chemistry Director: Julio
Roberto Pinzén, Doctor in Chemistry.
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INTRODUCCION

Las clorofilas son pigmentos fotosintéticos también llamados "pigmentos de la vida o pig-
mentos verdes” los cuales se encuentran presentes en las plantas y microalgas. Dichos
pigmentos son fundamentales en los procesos fotosintéticos pues son los encargados de
absorber la energia solar y transformarla en energia bioquimica a través de reacciones en-
zimaticas.'

Las clorofilas ademas de ser quelantes de metales, son compuestos de caracter aromatico
formados por un macrociclo de clorina fusionado con una ciclopentanona y sustituyentes
periféricos. Este tipo de compuestos han atraido gran atencién por su versatilidad sintética
que proporciona multiples derivados con nuevas propiedades fisicas y quimicas, por ello
son empleados en diversos campos de la ciencia principalmente en terapia fotodinamica?,
materiales para celdas solares® y catalizadores verdes®.

Los derivados de clorofila se caracterizan por presentar propiedades fotosensibilizantes que
les permite ser buenos candidatos de estudio para la terapia fotodinamica.® Estos compues-
tos se acumulan principalmente en tejidos tumorales y la irradiacion con luz visible produce
la formacién de especies reactivas de oxigeno con alta citotoxicidad logrando la muerte de
células malignas.® También se destaca que son efectivos a bajas concentraciones, poseen
una rapida degradacién, evitando la acumulacién de cualquier intermediario toxico para el
medio ambiente y el ser humano. Ademas, su produccion es econdémica debido a la facilidad
de extraccion de diversas plantas y microalgas. -

La importancia de preparar estos compuestos radica en abordar la problematica que en los
ultimos afnos ha venido presentando el campo de la salud por el aumento de la resistencia
a los medicamentos comunes, consecuencia de un proceso natural e intensificado por el
uso excesivo de antibiéticos y la propagacion de bacterias patdgenas;® de igual forma, por
medicamentos de baja calidad, prescripciones erroneas y un control deficiente de las infec-
ciones, incluso el poco compromiso gubernamental para la prevencion y tratamiento de las
mismas, y poca vigilancia para la comercializacion de farmacos. ' Por ello, la ciencia se ha
centrado en encontrar una solucién donde las bacterias dificilmente tengan la capacidad de
desarrollar resistencia. De este modo nace una nueva terapia antibacteriana mejor conocida
como terapia fotodinamica, empleando fotosensibilizadores no toxicos derivados de fenotia-
zinio, porfirina y ftalocianina. ''=13

Por tal razén, en esta investigacion se prepar6é una serie de derivados de clorofila a, em-
pleando recursos naturales como material de partida y desarrollandola con rutas sintéticas
sencillas. La clorofila se extrajo de las hojas de espinacas, para su posterior modificacion
estructural con aminas primarias y la coordinacion con un metal.
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1. OBJETIVOS
1.1. OBJETIVO GENERAL

v'  Sintetizar y caracterizar una serie de derivados de clorofila-a a partir de la hoja de
Spinacia oleracea, con posible actividad fotodinamica.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Sintetizar metilfeoforbida-a a partir de la clorofila-a extraida de la hoja de espinaca.

v' Sintetizar 5 derivados de metilfeoforbida-a con aminas alifaticas (hexilamina, dodeci-
lamina y bencilamina), y la coodinacion de un metal (cobre y zinc).

v' Caracterizar los compuestos preparados por métodos instrumentales como infrarro-
jo (IR), resonancia magnética (RMN mono y bidimensional), ultravioleta visible (UV-Vis) y
espectrometria de masas (ESI-MS).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Porfirina. La porfirina es un macro ciclo organico, cuyo nucleo principal lo constituye
un tetrapirrol. Estos compuestos se encuentran en multiples estructuras bioldégicas como el
grupo hemo de la hemoglobina, la vitamina B12, la clorofila, los citocromos y los pigmentos
biliares. Los compuestos mas conocidos que contienen el nicleo del tetrapirrol son las por-
firinas, las clorinas y las bacterioclorinas. En las primeras el macrociclo tetrapirrélico esta
completamente conjugado, mientras que las clorinas y las bacterioclorinas son hidroporfiri-
nas ya que poseen hidrégenos en las posiciones periféricas; las clorinas en el anillo D y las
bacterioclorinas en los anillos By D (Figura 1). Estructuralmente, este grupo de compues-
tos pueden presentar derivados por sustitucion de las posiciones periféricas con diversos
grupos funcionales, donde los mas comunes son los grupos vinilo, metilo, etilo, propionato y
acetato. 1415

Figura 1. Estructuras de compuestos que contienen el nlcleo tetrapirrolico.

1: Porfirina 2: Clorina 3: Bacterioclorina

FUENTE: Adaptado de la referencia SCHEER, Hugo.Encyclopedia of Biological Chemistry:
Chlorophylls and Carotenoids.Acad. Press. 2013, p.498-505.

2.1.2. Clorofila. Las clorofilas son los principales pigmentos responsables del proceso de
la fotosintesis, en donde se transforma energia luminica en energia quimica (ATP), esta
ultima es la responsable de la biosintesis de carbohidratos y otros compuestos en los orga-
nismos fotosintéticos como las plantas, algas y bacterias fotosintéticas. 1617

La férmula molecular de la clorofila es Cs5H7,05N,Mg y su estructura presenta dobles en-
laces conjugados, responsables de la captacion de luz. ' Las clorofilas tienen sus méaximos
de absorcién alrededor de 430 y 662 nm, correspondiente a los colores que comprenden
desde el violeta al azul y desde el naranja hasta el rojo, y reflejan los colores en el rango
desde el amarillo al verde.® En las plantas, la clorofila a es el pigmento mas abundante y
se encuentra relacionado directamente con el proceso de fotosintesis; sin embargo, la ma-
yoria de células fotosintéticas también contienen un segundo tipo de clorofila denominado
clorofila b.2°

2.1.3. Estructuray tipos de clorofila. La estructura basica de las clorofilas es un macroci-

clo de clorina coordinado a un ion magnesio Mg?* y fusionada con un anillo de ciclopenteno-
na (Figura 2).2" La presencia de los cuatro nitrégenos coplanares en el interior del tetrapirrol
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genera un ambiente cuadradoplanar que permite la coordinacion de iones metalicos. '® Adi-
cionalmente, algunas clorofilas contienen una cadena lateral derivada del fitol, producto de
una reaccion de esterificacion entre el acido propionico y el alcohol terpernoide.?! El fitol es
un alcohol aciclico que le confiere afinidad con la membrana fotosintética. ??

Figura 2. Estructura de la clorofila a.

Fitilo

FUENTE: Adaptado de la referencia FERRUZZI, Mario G. y BLAKESLEE, Joshua. Digestion,
absorption, and cancer preventative activity of dietary chlorophyll derivatives. Nutr. Res. 2007, vol.27
no.1., P1-12.

Las clorofilas(Chl) se pueden clasificar de acuerdo a la variacion estructural de los sustitu-
yentes periféricos, de su sistema conjugado y la cadena de alcohol esterificado. La clorofila
b se deriva de la Chl a por la oxidacion del grupo metilo en el 7-C, con formacioén del gru-
po formilo. Estas dos clorofilas estan presentes en gran cantidad de plantas con sistemas
fotosintéticos. En la Chl a, respecto a la Chl d, el grupo vinilo cambia por un grupo formilo
en 3-C, y en la Chl f se sustituye el grupo metilo por un grupo formilo en 2-C. En las clo-
rofilas Chl C4 Chl C, y Chl C5 llamadas clorinas, la cadena de fitilo éster es reemplazada
por un grupo acrilato en 17-C; la Chl C, difiere de la Chl C,porque el grupo etilo del 8-C es
reemplazado por un grupo vinilo, la Chl C4 tiene un sustituyente metoxicarbonilo en 7-C y un
grupo vinilo en el 8-C; estas clorofilas se encuentran en algunas algas como las diatomeas
y las dinoflageladas (Figura 3).'8
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Figura 3. Tipos de clorofilas.

Fitol< 0

o v

8: Clorofila C4 9: Clorofila Cy 10: Clorofila C3

FUENTE: Adaptado de la referencia TANAKA, Ryouichi y TANAKA, Ayumi. Chlorophyll cycle
regulates the construction and destruction of the light-harvesting complexes. BBA- Bioenergetics.
2011, vol.1807 no.8., p.968-976.

2.1.4. Biosintesis de la clorofila. La biosintesis de clorofila (Chl) resulta de 17 reaccio-
nes enzimaticas, desarrolladas en etapas (Esquema 1). La primera es la sintesis del acido
5-aminolevulinico (ALA), precursor de los tetrapirroles naturales; la segunda etapa es la
formacion de un anillo de pirrol porfobilinbgeno (PBG) a través de una reaccion entre dos
moléculas de ALA. Posteriormente, cuatro de estos pirroles se condensan a un tetrapirrol
ciclico resultando el uroporfirinégeno Ill. Una tercera etapa, es la sintesis de la protoporfirina
IX que consiste en una descarboxilacion y oxidacién. Por Gltimo, la cuarta etapa, donde se
inserta al centro del tetrapirrol, el magnesio para la sintesis de clorofila o el hierro para la
produccion del grupo hemo.?3-25

Con la formacion del Mg-protoporfirina IX de la Gltima etapa, se construye el quinto anillo E
(Figura 2) presente en todas las clorofilas, seguido de una reduccion del grupo vinilo a un
grupo etilo en una posicion periférica del tetrapirrol (paso 14). Finalmente se condensa con
un alcohol derivado del isopreno, conocido como fitilo. 28
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Esquema 1. Biosintesis de la clorofila a.
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FUENTE: Adaptado de la referencia BEALE, Samuel I. The Chlamydomonas Sourcebook
(Second Edition): Chapter 20 - Biosynthesis of Chlorophylls and Hemes. London: Academic Press.
2009, p.731-798.
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2.1.5. Derivados de clorofila. En la Figura 4 se presentan los diferentes centros reactivos
que posee la clorofila y de los cuales se pueden acceder a nuevas estructuras quimicas.
Las posiciones meso son susceptibles a reacciones electrofilicas, siendo mas reactiva la
posiciéon meso 20-C al encontrarse cerca al anillo de pirrol reducido. Por otra parte, el do-
ble enlace entre el carbono 7-C y el carbono 8-C, es propenso a reacciones de oxidacion
y adicién. Las cadenas laterales pueden someterse a reacciones de oxidacion, reduccion,
adicion, sustitucion y eliminacion. Los grupos éster 17(3)-C y 13(2)-C se pueden hidrolizar
bajo condiciones alcalinas, acidas o enzimaticas y transesterificarse. Igualmente, el anillo
exociclico E, exhibe una alta reactividad por la activacion del hidrégeno en la posicién 13(2)-
C por estar cerca de dos grupos carbonilos, por lo que con facilidad se da una enolizacion.
Finalmente, el sistema aromatico extendido, permite coordinar cualquier metal con sus ato-
mos de nitrégeno centrales. '27-28

Figura 4. Centros reactivos de la clorofila a.

FUENTE: Adaptado de la referencia RYAN, Aoife y SENGE, Mathias. How green is green
chemistry? Chlorophylls as a bioresource from biorefineries and their commercial potential in
medicine and photovoltaics. Photochem. Photobiol. Sci. 2015, vol.14., p.638-660.

Los principales derivados de la clorofila se muestran en el Esquema 2, en condiciones acidas
la clorofila a produce dos derivados. El primero es la clorofilida a, producto de la hidrdlisis
que produce la pérdida de la cadena de fitol. El segundo derivado es la feofitina a, que se
produce por la pérdida del i6n Mg?*; a su vez, este compuesto por hidrélisis produce feoforbi-
da ay productos de transesterificacion como la metilfeoforbida a. Al utilizar este compuesto
como material de partida, es posible modificar el anillo exociclico segun al medio que se so-
meta, que puede ser: en medio acido produce pirofeoforbida a, donde se hidroliza el enlace

éster metilico del anillo y en medio basico se da la ruptura del mismo formando la clorina
29-31
€g-
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Esquema 2. Principales derivados de clorofila a.

Fitil
itilo ° /o
Clorofila a Feofitina a Feoforbida a Pirofeoforbida a
Chl a Phy a Pheo a Phy a
4 1 12 13

Calor
H.0 Reido
Fitol Fitol OH

Clorofilida a Metilfeoforbida a Clorina e6
14 MPP a 16
15
FUENTE: Adaptado de la referencia BARRY, Cornelius S. The stay-green revolution: Recent
progress in deciphering the mechanisms of chlorophyll degradation in higher plants. Plant Science.

2009, vol.176 no.3., p.325-333.

Los compuestos 13, 15 y 16, son mas estables que la clorofila y por tanto son precursores
idoneos para la sintesis de numerosos derivados, los cuales han sido probados en terapia
fotodinamica para tratar tumores; también han sido utilizados como insecticidas, fungicidas®
y descontaminantes del agua'?, colorantes textiles®2. Los derivados de Cu-clorofilina se
usan como colorantes en la industria cosmética'® y alimentaria.33

2.1.6. Propiedades de los derivados de clorofila. Los derivados de clorofila, al ser molécu-
las altamente conjugadas presentan propiedades fotosensibilizadoras propias de moléculas
aromaticas organicas que tienen un sistema deslocalizado de electrones =. La deslocaliza-
cion de electrones = en estas moléculas requiere de una energia minima para excitar los
electrones del HOMO al LUMO respecto a las moléculas con electrones = menos deslocali-
zados y por tanto, las bandas de absorcion se encuentran en la region espectral de longitud
de onda maés larga reflejando una alta probabilidad de excitacion.3* Los fotosensibilizadores
(PS) son compuestos que al entrar en contacto con luz visible generan especies reactivas
de oxigeno (EROS), como los radicales libres y oxigeno singlete ('0,). Las EROS incluyen
no sélo especies altamente reactivas como el radical hidroxilo HO* y el oxigeno singlete '0,,
sino también especies de oxigeno parcialmente reducidos (H,O, y HO,").3°

En la Figura 5 se muestra el diagrama de Jablonski de un fotosensibilizador; el sensibilizador
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al interactuar con luz visible produce especies reactivas de oxigeno singlete por medio de
dos reacciones (tipo | y tipo Il). Las reacciones de tipo | consisten en una transferencia de
electrones del estado triplete del PS con moléculas organicas en el microambiente celular y
formar iones radicales que al mismo tiempo reaccionan con oxigeno para producir especies
citotoxicas como los aniones superdxido y los radicales hidroxilo (HO"). Por otro lado, las
reacciones de tipo Il involucran una transferencia de energia desde el estado triplete del PS
hasta el oxigeno molecular del estado fundamental para generar oxigeno singlete ('0,).36-38

Figura 5. Diagrama de Jablonski con el mecanismo de accién de los fotosenbilizadores
derivados de clorofila.

1 > E 1§ 0, d Tipo |
S

1 —— OH') 02.-)

to,)
Fluorescencia T -
Tipo Il

Fosforescencia

Absorcion

FUENTE: Adaptado de la referencia SU, Yujie; et al. Photodynamic antimicrobial activity of
hypocrellin A. J. Photoch. Photobio. B. 2011, vol.103 no.1., p.29-34.

El oxigeno singlete es reactivo frente a los compuestos que contienen dobles enlaces y a los
compuestos de coordinacion, posee una corta vida y por tanto, regresa al estado de minima
energia. El oxigeno presenta estados electronicos excitados de mayor energia y son deno-
minados 1A, ! Z; (Figura 6); estas configuraciones tienen en el nivel (7*) dos electrones
apareados o con espines anti paralelos (1 |). El oxigeno en estado fundamental tiene sus
dos electrones mas externos en el nivel (7*) desapareados con espines paralelos (1 1), por
tanto, su caracter energético es de multiplicidad triplete conocido como 3 >4 > este estado se
caracteriza por no ser reactivo con la mayoria de moléculas.3%3° A nivel biologico la mayor
fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS), como el oxigeno singlete
(102) se genera en los cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y otros sitios de la célula
vegetal, por procesos metabdlicos como la fotosintesis y la respiracion. 40
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Figura 6. Diagrama de orbitales moleculares para el n=2 del oxigeno en estado funda-
mental y los siguientes estados excitados.
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FUENTE: Adaptado de la referencia DEROSA, Maria C y CRUTCHLEY, Robert J.
Photosensitized singlet oxygen and its applications. Coordin. Chem. Rev. 2002, vol.233-234,
p.351-371.

2.2. ANTECEDENTES

Mironov et al. disefiaron una metodologia de sintesis (Esquema 3) para la obtencion de por-
firinas naturales derivadas de clorofila y bacterioclorofila a, con aplicacion al diagnéstico y
tratamiento de cancer. El primer derivado fue una amida del clorina eg con un triple enlace
terminal y un rendimiento del 90 %, producto de la reaccion entre la feoforbida (12) y la pro-
pargilamina. El nuevo compuesto 17 se transformd en un complejo de zinc, posteriormente
se realiz6 una condensacion con azidas de glucosa, galactosa y lactosa. Los compuestos
19-21 resultantes presentaron rendimientos entre 80 a 84 %.*
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Esquema 3. Sintesis de derivados de feoforbida glicoconjugados.

Zn(0AC)» N
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FUENTE:Adaptado de la referencia MIRONOV, A. F. y GRIN, M.A. Synthesis of chlorin and
bacteriochlorin conjugates for photodynamic and boron neutron capture therapy. J. Porphyr.
Phthalocya. 2008, vol.12 no.11., p.1163-1172.

You et al. sintetizaron compuestos de feoforbida a con farmacos para el cancer con resulta-
dos positivos para el uso de terapia selectiva y deteccion de fluorescencia contra el cancer.
Para ello, partieron de la clorofila (4) y en medio &cido eliminaron el ion Mg?* obteniendo
el compuesto 11 (rendimiento del 88 %); este Ultimo se hidrolizé por una reaccion de TFA
acuoso al 80 %, resultando la feoforbida (12) con rendimiento del 58 %. El compuesto 12
se conjugd directamente con el farmaco Doxorrubicina (DOX, 22) y Paclitaxel (PTX, 23)
del cual se obtienen rendimientos de 53 % y 54 % respectivamente, utilizando EDC (N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) como reactivo de acoplamiento (Esquema 4).42
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Esquema 4. Sintesis derivados de clorofila a con farmacos.

EDC, HOBt, TEA

DCM, DMF
T. amb., 4h

MeOH , HCI
Acetona, 4h,
T. amb.

Fitilo

4 1 12 EDC, DMAP, TEA

DCM, DMF
T. amb., 4h

R' = DOX R? = PTX
FUENTE: Adaptado de la referencia YOU, Hyun; et al. Synthesis of pheophorbide-a conjugates
with anticancer drugs as potential cancer diagnostic and therapeutic agents. Bioorg. Med. Chem.
2011, vol.19 no.18., p.5383-5391.

Erzinger et al. evaluaron el potencial de actividad larvicida de derivados de clorofila en lar-
vas de mosquitos Chaoborus sp. aprovechando el proceso fotodinamico de las clorofilas.
Los ensayos se realizaron teniendo en cuenta el tiempo de incubacion y la exposicién a la
luz. Las larvas Chaoborus sp. que se incubaron por corto tiempo en ausencia de luz, pre-
sentaron mortalidad del 90 %, y las que se encubaron en periodo de tiempo mas largo y en
presencia de luz su mortalidad fue casi 100 %. La sintesis de estos derivados se centrd en
la sustitucion del metal Mg?* por Zn?* o Cu?*; la clorofila se disolvié en 90 % de metanol con
HCl y se adicion6 ZnSO, o CuSO, a 30 °C durante 30 minutos. Finalmente, encontraron
mayor toxicidad en derivados con complejos de cobre comparados con los de zinc.*3

Oh et al. disenaron dos nano-fotosensibilizadores selectivos para células de cancer median-
te la sintesis de feoforbida (12) conjugada con glicol quitosano (GC). La funcionalizacion se
realizé mediante enlaces disulfuro reducibles (Pheoa-SS-GC) y enlaces de tipo amida, don-
de posteriormente fueron acoplados en condiciones ideales para crear nanoparticulas con
estructuras esféricas de (Pheoa-SS-CNP‘S). La sintesis de cada conjugado de feoforbida-a
consistié en dos etapas; la primera etapa la realizaron de igual manera para ambos conjuga-
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dos de feoforbida-a, donde disolvieron 12 en dimetilsulféxido (DMSO) con EDC en presencia
de N-Hidroxisuccinimida por 12 horas (h). La segunda etapa fue un acoplamiento entre 12 y
GC; a la mezcla de reaccion le adicionaron diclorhidrato de cisteamina y la agitaron durante
12 h mas, obteniendo como producto final un conjugado de feoforbida-a con enlaces bio-
reducibles de disulfuro (PheoA-SS-GC, 24). El conjugado de feorfobida-a (PheoA-GC, 25)
con enlace amida lo realizaron entre el grupo carboxilo de 12 y los grupos amino de GC
donde mezclaron el producto de la primera etapa con GC en agitacion constante por 48 h.
Los resultados de eficacia terapéutica in vivo en los ratones portadores de tumores demos-
traron una disminucién significativa en el volumen del tumor en terapia fotodinamica (PDT)
con Pheoa-SS-CNP; en otras palabras, estos compuestos tienen un gran potencial en PDT
para tratamiento de cancer.*4

Figura 7. Estructuras quimicas de feoforbidas-a conjugadas Pheoa-SS-GC y Pheoa-
GC.

CH20OCH,CH,OH CH,OCH,CH,OH CH,0CH2CH,OH

24: Pheoa-SS-GC conjugado

CH,OCH,CH,OH CH,OCH,CH,OH CH,OCH,CH,OH

25: Pheoa-GC conjugado

FUENTE: Adaptado de la referencia OH, In-hyeok; et al. Cancer cell-specific photoactivity of
pheophorbide a—glycol chitosan nanoparticles for photodynamic therapy in tumor-bearing mice.
Biomaterials. 2013, vol.34 no.27., p.6454-6463.
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Azizullah et al. reportaron que derivados de clorofila como feofitina y feoforbida han sido
ampliamente estudiados y probados como fotosensibilizadores naturales contra las larvas
de varios insectos, caracoles de agua dulce y ciertos parasitos de peces. Los fotosensibili-
zadores en contacto con luz originan especies reactivas de oxigeno, como oxigeno singlete
(102) que tiene la capacidad de eliminar las larvas de ciertos organismos en determinadas
etapas del desarrollo. Los fotosensibilizadores derivados de clorofila son ecoldgicos y ren-
tables para combatir vectores transmitidos por el agua. El compuesto clorofilida se obtiene
eliminando el fitol en medio basico y la feoforbida por acidificacion de la clorofilida. Los anali-
sis mostraron que alrededor de 8 ng de feofitina por larva fueron suficiente para inducir el
efecto fotodindmico, dafio y la muerte de las larvas Aedes aegypti.”

Lim et al. mejoraron las propiedades fotodinamicas y bioldgicas del fotosensibilizador semi-
sintético éster dimetilico 15 '-hidroxipurpurin-7-lactona (27:G2) y lo conjugaron con aminoaci-
dos hidrdéfilos como el acido aspartico y la lisina para el tratamiento de cancer (Figura 8). En-
contraron que los nuevos derivados se localizaban en organulos diferentes respecto al G2
efectuando un cambio en el mecanismos de toxicidad celular. Los compuestos 26 y 28 se
caracterizaron por ser fotosensibilizadores de caracter hidréfilo, por lo cual se depositaron
en los lisosomas. Por el contrario, el G2 al ser un fotosensibilizador lipofilico, se localiz6 en
las mitocondrias y reticulo endoplasmatico, exhibiendo ventajas como eficacia en el desen-
cadenamiento de la muerte celular después de la iluminacion de la terapia fotodinamica. 26
presentd mayor eficacia antitumoral in vivo e in vitro respecto 27; asimismo, mostré ventajas
farmacéuticas gracias a la naturaleza hidrofilica. 4

Figura 8. Estructuras quimicas de analogos del G2.

G2-Lys
28

FUENTE: Adaptado de la referencia LIM, Siang Hui; et al. Photodynamic Characterization of
Amino Acid Conjugated 151-Hydroxypurpurin-7-lactone for Cancer Treatment. Mol. Pharmaceutics.
2014, vol.11 no.9., p.3164-3173.

Gushchina et al. sintetizaron diversas amidas de clorina eg; al derivado de feoforbida-a le
anadieron una solucion de aminas alifaticas primarias en cloroformo, la mezcla de reaccién
fue agitada durante dos horas bajo oscuridad en atmoésfera inerte a una temperatura de
40 °C, una vez transcurrido el tiempo, adicionaron una solucién de HCI (Esquema 5 ). Las
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amidas de clorina eg presentaron porcentajes de rendimiento de 60-65 % con baja toxicidad
en la oscuridad y alto efecto en la terapia fotodinamica.?

Esquema 5. Sintesis de amidas de clorina eg.

CHg3(CHz)n--NH;
CHCl3

HO™ ~O

Amida de clorina eg
n=3a 11

29
FUENTE: Adaptado de la referencia GUSHCHINA Olga [; et al. Synthesis of amide derivatives of
chlorin e6 and investigation of their biological activity. J. Photoch. Photobio. B. 2015, vol.153.,
p.76-81.

Erten-Ela et al. sintetizaron una serie de clorinas de zinc con diferentes sustituyentes y
les evaluaron sus rendimientos fotovoltaicos en celdas solares sensibilizadas con coloran-
tes. Los compuestos 37 - 40 fueron preparados siguiendo la ruta sintética del Esquema 6.
Inicialmente realizaron una modificacion al grupo vinilo, el cual lo oxidaron a aldehido usan-
do el catalizador de tetréxido de osmio OsO, con NalO, en dioxano obteniendo asi el
compuesto 31; posteriomente redujeron a un alcohol 32 por la accién del borano terc-
butilamina BH;.t-BuNH,. Al compuesto 32 le adicionaron un exceso 1-propanol, en pre-
sencia de [(Bu,CISn),0] bajo tolueno a reflujo, resultando el derivado 33. Nuevamente to-
maron el precursor 31 y le realizaron una reaccion de halogenacién en una posicién meso
con perbromuro de bromhidrato de piridinio, formando el compuesto 34, con un porcentaje
de rendimiento del 77,2 %. El compuesto 36 lo prepararon tomando al compuesto 35 co-
mo precursor y (AllylPdCl,),, adicionaron CH3;CN (seco), tBusP, fenilacetileno y DABCO en
atmésfera inerte de argon. La mezcla de reaccion la agitaron durante 18 horas, presenta-
do el producto un porcentaje de rendimiento del 18 %. Finalmente realizaron la metalacion
de los compuestos 32, 33, 35 y 36, con una solucion saturada de acetato de zinc anhidro
Zn(OAc), en metanol, y cloruro de metileno a temperatura ambiente durante 3,5 horas, ob-
teniendo los productos con porcentajes de rendimientos mayores al 80 %. 4647
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Esquema 6. Sintesis de clorinas de zinc.

0504
NalO4 1-propanol
Dioxano (BuoCISn),
T amb, 18 h [Tolueno
reflujo
~o"No 30
Py: HBr BI’Z ZH(OAC)Z Zn(OAc),
DCM/MeOH DCM/MeOH
T amb 20 min T. amb.
BH3‘t'BUNH2
DCM (seco)
0°C,18h
HO

H—==—Ph

(AllyPdCl),
P(-Bu)s
DABCO

Zn(OAc),

DCM/MeOH
T. amb.

~o"No 35

Zn(OAc),
DCM/MeOH
T. amb.

FUENTE: Adaptado de la referencia ERTEN-ELA, Sule; et al. Synthesis of zinc chlorophyll
materials for dye-sensitized solar cell applications. Spectrochim. Acta A. 2015, vol.135, p.676-682.

Por ultimo, determinaron los rendimientos fotovoltaicos, arrojando el siguiente orden: 38 >
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37 > 39 > 40 (Tabla 1).

Tabla 1. Rendimiento fotovoltaico de las celdas solares sensibilizadas por las clorinas
de Zinc.

Compuesto Voe (MV)  Jg. (MA/cm?) ff 1 (%)
37 416 3.06 0.61 0.78
38 412 3.50 0.56 0.81
39 395 3.75 0.51 0.76
40 418 2.53 0.64 0.68

Fuente: Adaptado de la referencia ERTEN-ELA.

V,e= Voltaje en circuito abierto, J,.= Densidad de corriente en corto circuito, ff= Factor de
relleno n=V,.Js ff se define como la eficiencia global de la celda bajo condiciones estandar.

El compuesto 38 present6 la mejor actividad con una J,. de 3,5mA/cm?, V,. de 412mV, FF
de 0,56 y una eficiencia de conversion global de 0,81 a pleno sol 1000 W/m?2.46

Er et al. sintetizaron el 3-devinil-3-(1-(benciloxi)etil) feoforbida-a de niquel (Ni-Pheo-a) de-
rivado de clorofila, lo marcaron con '3'l y evaluaron su potencial biolégico como agente
multimodal para terapia fotodinamica y la formacién de imagenes tumorales. La sintesis del
derivado de clorofila-a la desarrollaron siguiendo el Esquema 7. La clorofila-a la transforma-
ron en feoforbida-ay le adicionaron un exceso de alcohol bencilico, seguido de una solucién
saturada de acetato de niquel en metanol y la mezclaron con una solucién de THF, a la mez-
cla de reaccion la agitaron durante una noche a temperatura ambiente, la reaccion termin6
con la adicion de agua y éter dietilico. EI Ni-Pheo-a radiomarcado presentdé maxima absor-
cion en el ovario de ratas a los 30 minutos. Igualmente, en el higado y pulmén la captacion
fue estable con el tiempo. La absorcién intercelular y la eficacia de PDT de Ni-Pheo-a fueron
mejores en MDAH-2774 (adenocarcinoma endometrioideo ovarico humano) que en células
MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano). 48
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Esquema 7. Sintesis del complejo ester metilico 3-devinil-3-(1-(benciloxi)etil) feoforbida-
a de niquel.

Fitilo<
itilo o y

a) 20% H,SO,4, MeOH, T amb, 12 h. b) 30% HBr en AcOH, T amb, 12 h{ BnOH, CH,Cl, , KoCOsg,
Atm. inert, 45 min. ¢) Ni(OAc), , MeOH, THF, T amb, 18 h. d) EtOH, Na'® (acy T. amb, 30 min.

FUENTE: Adaptado de la referencia ER, Ozge; et al. Primary evaluation of a nickel-chlorophyll
derivative as a multimodality agent for tumor imaging and photodynamic therapy. J. Radioanal. Nucl.
Ch. 2015, vol.306 no.1., p.155-163.

Guo et al. realizaron un estudio de la clorofila como fotosensibilizador verde en la catali-
sis fotoredox de luz visible para la sintesis de tetrahidroquinolinas, a partir de derivados de
N,N-dimetilanilinas y maleimidas. En la sintesis variaron las concentraciones de clorofila y
condiciones ambientales, para obtener productos con altos rendimientos. Finalmente encon-
traron que para sintesis de tetrahidroquinolinas era necesaria la presencia de clorofila, luz
visible y oxigeno. La nueva ruta sintética (Esquema 8) es una sintesis verde, facil y eficien-
te para la preparacion de tetrahidroquinolinas con rendimientos altos (61-98 %); tomaron
0,50 mmol de N,N-dimetilanilina , 0,25 mmol de maleimida y 2,0 mL de DMF, esta mezcla la
agitaron bajo irradiacién de una lampara fluorescente de 23 W.4

Esquema 8. Sintesis de tetrahidroquinolinas mediante catalisis fotorredox.

R1 R2 .
N N Clorofila
| + O O
N 7 DMF , 23 W
lampara fluorescente
N
43 44

FUENTE: Adaptado de la referencia GUO, Jun-Tao; et al. Chlorophyll-Catalyzed
Visible-Light-Mediated Synthesis of Tetrahydroquinolines from N,N-Dimethylanilines and
Maleimides. J. Org. Chem. 2017, vol.82 no.4., p.1888-1894.

\j
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3. DISENO METODOLOGICO
e Equipos

v RMN: Equipo Bruker Avance 400MHz 'H RMN y 100 MHz 3C RMN con patrén in-
terno el tetrametilsilano TMS y como disolvente se emple6 cloroformo deuterado CDCl; de
Merck. Se reporta la multiplicidad de las sefnales: Singlete (s), doblete (d), triplete (1), cuarte-
te (q), doblete de dobletes (dd), doble doblete de dobletes (ddd), doble de doble doblete de
dobletes (dddd), triplete de dobletes (td), triplete de tripletes (it) y multiplete (m); la constante
de acoplamiento (J) y los desplazamientos quimico (§), se expresan en Hz y ppm respecti-
vamente.

v Masas ESI: Espectrémetro de masas Bruker Daltonis (Amazon X) con nebulizacion
por electrospray (ESI) y analizador de trampa ionica (IT). Los espectros de masas se ad-
quirieron mediante inyeccién directa, Full Scan, modo positivo a 300 °C de temperatura,
5000V en el capilar, nitrgeno como gas nebulizador con flujo 5 uL/min y presion 12 psi. Los
compuestos fueron solubilizados en MeOH.

v Infrarrojo FTIR: Espectrometro Bruker (Tensor 27 y celda ATR Platinium) con Trans-
formada de Fourier. Se reporta sefales: estiramiento (v), tensién(d) y flexién (v), e intensi-
dades relativas: muy débil (vw, 0-20 %), débil (w, 21-40 %), media (m, 41-60 %), fuerte (s,
61-80 %) y muy fuerte (vs, 81-100 %).

v" UV-Vis: Espectrofotémetro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis de doble haz,
lampara flash de Xendn, detector de fotodiodos duales de silicio, celda de cuarzo con paso
Optico de 1 cm. Los compuestos fueron solubilizados en CH,Cl,.

v Cromatografia HPLC (Analitico): Equipo Agilent serie 1100 con columnas (Agilent
Zorbax Eclipse XDB-C18 y Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8) 150x4,6 mm, 5,0 um y detector
de arreglo de fotodiodos (DAD).

v Cromatografia HPLC (Preparativo): Equipo Knauer serie 1100 con columna (Agilent
Zorbax Eclipse XDB-C18 PrepHT) 250x21,2 mm, 7,0 um, fase mévil: 100 % metanol, flujo
21,4 mL/min, 25,0 °C, detector UV 430 nm.

¢ Reactivos y Materiales

Todos los reactivos de partida fueron de la marca Merck, Aldrich, grado sintesis. Los solven-
tes diclorometano, heptano, acetato de etilo y metanol utilizados como medio de reaccién y
en purificaciones cromatograficas de marca J.T. Baker fueron destilados previamente a su
uso.
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El control de cada una de las reacciones se realizO mediante cromatografia de capa fina
(CCF) con placas cromatograficas de silica gel Sorbetch con tamano de particula 200 pm.

3.1. EXTRACCION DE CLOROFILA

La clorofila fue extraida de hojas de espinaca Spinacia oleracea L, compradas en un mer-
cado local. Las hojas de espinacas frescas se lavaron con abundante agua para eliminar
cualquier resto de tierra y/o organismos no deseados. Las hojas fueron trituradas y la bio-
masa se congeld para su posterior liofilizacion. Por medio de una extraccion solido-liquido
se peso 28,4332 g de biomasa de espinaca y se depositoé en tres dedales de celulosa, es-
tos dedales se situaron en serie dentro de la camara del extractor Soxhlet, en un balén de
1000 mL, se adicion6é 600 mL de CH,CI, y se calento a reflujo durante 8 h. El extracto final
se concentré en un rotoevaporador y se obtuvo 1,9983 g de extracto y 26,3477 g de bio-
masa final. Se purifico por cromatografia de columna empleando como eluente mezclas de
heptano:diclorometano con un aumento gradual del gradiente de la polaridad (100:0 hasta
20:80). La clorofila obtenida fue protegida de la luz y almacenada a bajas temperaturas para
su posterior uso en la obtencién de metilfeoforbida.

3.2. SINTESIS DE METILFEOFORBIDA a

En un balén de Schlenk de 250 mL se disolvié 545,6 mg de feofitina (0,626 mmol) en una
solucion al 5% de acido sulfdrico en metanol (40 mL). El reactor se sellé con un septum y
se purgo6 con argoén; el crudo de reaccion se mantuvo con agitacion constante a tempera-
tura ambiente durante la noche (entre 12-14h). Transcurrido este tiempo, se adicion6 50 mL
de CH,CI, y la fase organica se lavo con una solucion saturada de NaHCO;. Se sec6 so-
bre MgSO, , se filtré con papel franja negra y se concentrd por rotoevaporacion. Se obtuvo
310,7 mg (0,512 mmol; rendimiento 81,8 % 15), como un sélido de color verde olivo.
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Figura 9. Metilfeofobida-a.

Metilfeoforbida-a (15): HPLC tR 7,97 min (Columna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um,
fase mévil: 90 % acetonitrilo, 10 % agua, flujo 1,0 mL/min, 25,0 °C, detector UV 254 nm). 'H
RMN [CDCI; con 1,0% TMS, 400 MHz, ¢ (ppm)]= 9,51 (s, 1H, 10-H); 9,36 (s, 1H, 5-H);
8,56 (s, 1H, 20-H); 7,98 (dd, 1H, J = 17,80 Hz, 11,58 Hz, 3(1)-H); 6,28 (dd, 1H, J =1,21 Hz,
3(2)-H (trans)); 6,26 (s, 1H, 13(2)-H); 6,18 (dd, 1H, J = 11,33 Hz, 1,42 Hz, 3(2)-H (cis)); 4,46
(9, 1H, J = 7,33 Hz, 18-H); 4,21-4,19 (m, 1H, 17-H); 3,88 (s, 3H, 13(4)-H); 3,72 - 3,65 (m,
2H, (8(1)-H)); 3,69 (s, 3H, 17(4)-H); 3,57 (s, 3H, 12(1)-H); 3,40 (s, 3H, 2(1)-H); 3,22 (s, 3H,
7(1)-H); 2,68 - 2,60 (m, 1H, 17(1-a)-H); 2,55 - 2,48 (m, 1H, 17(2-a)-H); 2,35 - 2,29 (m, 1H,
17(1-b)-H); 2,26 - 2,20 (m, 1H, 17(2-b)-H); 1,81 (d, 3H, J =7,24 Hz, 18(1)-H); 1,69 (t, 3H, J
=7,54 Hz, 8(2)-H); -1,64 (s, 2H, NH). *C RMN [CDCI;, 100 MHz, 6 (ppm)]= 189,65 (13(1)-
C); 173,37 (17(3)-C); 172,20 (19-C); 169,59 (13(3)-C); 166,18 (16-C); 155,67 (6-C); 150,98
(9-C); 145,24 (14-C); 142,10 (8-C); 137,92 (1-C); 136,52 (11-C); 136,18 (3-C); 136,18 ((4,
7)-C); 131,87 (2-C); 129,06 ((12, 3(1))-C); 128,92 (13-C); 122,82 (3(2)-C); 128,47 (11-C);
105,15 (15-C); 104,45 (10-C); 97,54 (5-C); 93,13 (20-C); 64,70 (13(2)-C); 52,87 (17-C); 51,68
(18-C); 51,07 (13(4)-C); 50,08 (17(4)-C); 31,01 (17(2)-C); 29,84 (17(1)-C); 23,08 (18(1)-C);
19,45 (8(1)-C); 17,43 (8(2)-C); 12,11 ((12(1), 2(1))-C); 11,24 (7(1)-C). MS [IE*, m/z]= 607,25
(C36H5gN4O5, [M+H]™). FTIR [ATR, 74z (cm~")]= 3393 (§ N-H); 2961 (v C-H); 1731 (v
17(3)C=0, 13(2)C=0); 1967 (v 13(1)C=0); 1620 (v C=C, C-N); 1558 (v N-H); 1259 - 1019
(v 17(3)C-0, 13(2)C-0). UV-vis [ CH,Cl,, A\, (hm)]= 413 ; 667
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3.3. SINTESIS DERIVADOS DE METILFEOFORBIDA a

3.3.1. Preparacion de amidas

Metodologia general

En un balén Schlenk de 250 mL provisto de un condensador a reflujo, se disolvio el crudo
de reaccién de metilfeoforbida en tetrahidrofurano (THF ,10 mL). A esta solucién se adicioné
yoduro de sodio Nal (1.1 eqv.), y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion constante a
temperatura ambiente durante 10 min. Una vez cumplido el tiempo, se agreg6 gota a gota
y durante 5 min las correspondientes aminas primarias (2M en 2mL de THF). El crudo de
reaccion se mantuvo en agitacion constante y se calent6 a reflujo durante 4 h (control por
cromatografia de capa fina (CCF)). Se dejo enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente,
y se adicion6 10 mL de agua y una solucion acuosa de HCI (1N, 5mL). Posteriormente, se
neutralizé con NaHCQg, y la fase organica se extrajo con acetato de etilo (3x 20 mL), la cual
se secd sobre MgSO,. El disolvente se evaporé a presion reducida, y el crudo de reaccion se
purifico por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC preparativo, columna C18), usando
como eluente metanol.

Figura 10. 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.

134 13¢

135 137

Compuesto preparado segun la metodologia general a partir de 411,6 mg de metilfeoforbida
(0,6784 mmol), 111,85 mg Nal (0,7462 mmol), y hexilamina (0,528 mL en 2mL de THF). Se
obtuvo 46,6 mg (0,0658 mmol; rendimiento 9,7 %).

13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (46): HPLC tR 7,43 min (Colum-
na Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 254 nm). 'H RMN [CDCI; con 1,0% TMS, 400 MHz, 6 (ppm)]= 9,65
(s, 1H, 10-H); 9,60 (s, 1H, 5-H); 8,80 (s, 1H, 20-H); 8,04 (dd, 1H, J=17,89 Hz, 11,52 Hz, 3(1)-
H); 6,44 (t, 1H, J = 5,66 Hz, 25-NH); 6,31 (dd, 1H, J = 17,84 Hz, 1,37 Hz, 3(2)-H (trans)); 6,09
(dd, 1H, J = 11,54 Hz, 1,39 Hz, 3(2)-H (cis)); 5,54 y 5,26 (d, 2H, J = 19,08 Hz, (15(1-a), 15(1-
b))-H); 4,46 (g, 1H, J=7,16 Hz, 18-H), 4,35 - 4,32 (m, 1H, 17-H); 3,78 (s, 3H, 15(3)-H); 3,77 -
3,72 (m, 3H, (8(1), 13(2-a))-H); 3,60 (s, 3H, 17(4)-H); 3,52 - 3,55 (m, 1H, 13(2-b)-H); 3,51 (s,
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3H, 12(1)-H); 3,46 (s, 3H, 2(1)-H); 3,28 (s, 3H, 7(1)-H); 2,57 - 2,49 (m, 1H, 17(2-a)-H); 2,22 -
2,09 (m, 2H, (17(1-a), 17(2-b))-H); 1,79 - 1,67 (m, 9H, (17(1-b), 13(3), 18(1), 8(2))-H ); 1,51 -
1,44 (m, 2H, 13(4)-H); 1,39 - 1,36 (m, 4H, (13(5), 13(6))-H); 0,93 (t, 3H, J = 7,00 Hz, 13(7)-H);
-1,64 (s, 1H, 21-NH); —1,86 (s, 1H, 23-NH). 3C RMN [CDCl,, 100 MHz, § (ppm)]= 174,24
(15(2)-C); 173,58 (17(3)-C); 169,45 (13(1)-C); 168,77 (19-C); 166,67 (16-C); 154,18 (6-C);
149,11 (9-C); 144,74 (8-C); 138,86 (1-C); 136,12 (7-C); 135,00 (14-C); 134,84 (4-C); 134,78
(13-C); 134,52 (3-C); 130,15 (2-C); 129,96 (12-C); 129,48 (3(1)-C); 128,46 (11-C); 121,61
(3(2)-C); 102,15 (15-C); 101,37 (10-C); 98,86 (5-C); 93,69 (20-C); 53,12 (17-C); 52,15 (15(3)-
C); 51,64 (17(4)-C); 49,27 (18-C); 40,74 (13(2)-C); 37,80 (15(1)-C); 31,60 (13(5)-C); 31,15
(17(2)-C); 29,69 (17(1)-C); 29,56 (13(3)-C); 26,90 (13(4)-C); 23,07 (18(1)-C); 22,67 (13(6)-
C); 19,70 (8(1)-C); 17,75 (8(2)-C); 14,11 (13(7)-C); 12,18 (2(1)-C); 11,93 (12(1)-C); 11,36
(7(1)-C). MS [IE*, m/z]= 708,5 (C;,Hs3NsOs, [M+H]*). FTIR [ATR, 7., (cm~")]= 3310 (8
N-H); 2958 (v C-H); 1731 (v 17(3)C=0, 15(2)C=0); 1628 (v 13(1)C=0); 1600 (» C=C, C-N);
1558 (v N-H); 1259 - 1019 (v 17(3)C-O, 15(2)C-O). UV-vis [ CH,Cl,, ... (nm)]= 401 ; 664

Figura 11. 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.

Compuesto preparado segun la metodologia general a partir de 345,7 mg de metilfeoforbi-
da (0,5698 mmol), 93,95 mg Nal (0,6268 mmol), y dodecilamina (740 mg en 2mL de THF).
Finalizado el tiempo de reaccién, se extrajo el crudo y se purificd por HPLC fase reversa,
eluyendo con MeOH. Se obtuvo 33,7 mg (0,0357 mmol; rendimiento 6,3 %).

13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (47): HPLC tR 13,12 min (Co-
lumna Zorbax XDB-C8 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 100 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400 nm). '"H RMN [CDCI; con 1,0 % TMS, 400 MHz, § (ppm)]= 9,68 (s,
1H, 10-H); 9,63 (s, 1H, 5-H); 8,79 (s, 1H, 20-H); 8,08 (dd, 1H, J=17,88 Hz, 11,58 Hz, 3(1)-H);
6,52 (1, 1H, J = 5,50 Hz, 25-NH); 6,35 (dd, 1H, J = 17,85 Hz, 1,13 Hz, 3(2)-H (trans)); 6,14 (dd,
1H, J=11,52Hz, 1,12Hz, 3(2)-H (cis)); 5,40 (s, 2H, 15(1)-H); 4,65 (t, 1H, J = 4,55 Hz, 26-NH
); 4,49 -4,44 (m, 2H, (18,17)-H) ; 3,82 -3,78 (m, 2H, 8(1)-H); 3,77 (s, 3H, 15(3)-H); 3,76 -3,67
(m, 2H, 13(2)-H); 3,54 (s, 3H, 12(1)-H); 3,48 (s, 3H, 2(1)-H); 3,31 (s, 3H, 7(1)-H); 2,77 -2,69
(m, 1H, 17(4-a)-H); 2,64-2,55 (m, 1H, 17(4-b)-H); 2,36 -2,27 (m, 1H, 17(2-a)-H); 2,10 -2,01
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(m, 1H, 17(2-b)-H); 1,81-1,75 (m, 3H, (17(1-a), 13(3))-H); 1,73 -1,69 (m, 6H, (18(1), 8(2))-H);
1,53 -0,95 (m, 33H, (17(1-b), 17(5-12),13(4-11))H); 0,90 -0,82 (m, 12H, (17(13-15), 13(12-
13))-H); —1,61 (s, 1H, 21-NH); —1,81 (s, 1H, 23-NH). 3C RMN [CDCl,, 100 MHz, 5 (ppm)]=
174,52 (15(2)-C); 172,19 (17(3)-C); 169,51 (13(1)-C); 169,36 (19-C); 166,04 (16-C); 154,23
(6-C); 148,94 (9-C); 144,78 (8-C); 138,90 (1-C); 136,06 (7-C); 134,87 (14, 4)-C); 134,81 (13-
C); 134,57 (3-C); 130,29 (2-C); 129,77 (12-C); 129,40 (3(1)-C); 128,32 (11-C); 121,71 (13(2)-
C); 102,38 (15-C); 101,43 (10-C); 98,73 (5-C); 93,36 (20-C); 52,98 (17-C); 52,17 (15(3)-C);
49,52 (18-C); 40,73 (13(2)-C); 39,12 (17(4)-C); 37,95 (15(1)-C); 32,22 (13(3)-C); 31,93 y
31,85 ((13(11), 17(13))-C); 30,95 (17(2)-C); 29,68-29,02 (17(1), 17(5-11), 13(3-9))-C); 27,24
y 26,59 ((13(10), 17(12))-C); 23,36 (18(1)-C); 22,69 y 22,64 ((13(12), 17(14))-C); 19,67 (8(1)-
C); 17,74 (8(2)-C); 14,13 y 14,09 (13(13),17(15)-C); 12,18 (2(1)-C); 11,95 (12(1)-C); 11,33
(7(1)-C). MS [IE*, m/z]= 945,75 (CgoHggNgO,, [IM+H]*). FTIR [ATR, 700 (cm™")]= 3300 (5
N-H); 2921 (v C-H); 1740 (v 15(2)C=0); 1631 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0); 1601 (v C=C, C-N);
1552 (v N-H); 1260 - 1023 (v 15(2)C-O). UV-vis [ CH,Cly, \ae (NM)]= 401 ; 664

Figura 12. 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.

Compuesto preparado segun la metodologia general a partir de 318,4 mg de metilfeoforbi-
da (0,5248 mmol), 86,54 mg Nal (0,5773 mmol), y bencilamina (0,436 mL en 2mL de THF).
Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y se purifico por HPLC fase reversa,
eluyendo con MeOH. Se obtuvo 35,43 mg (0,0449 mmol; rendimiento 8,6 %).

13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (48): HPLC tR 3,11 min (Co-
lumna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase mévil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400 nm). 'TH RMN [CDCl; con 1,0 % TMS, 400 MHz, 5 (ppm)]= 9,60 (s,
1H, 10-H); 9,57 (s, 1H, 5-H); 8,75 (s, 1H, 20-H); 8,02 (dd, 1H, J = 17,85 Hz, 11,54 Hz, 3(1)-H);
7,50-7,48 (m, 2H, (13(4)-H) ; 7,40-7,36 (m, 2H, (13(5)-H) ; 7,33-7,28 (m, 1H, 13(6)-H) 7,00
-6,98 (m, 3H, (17(7),17(8))-H) ; 6,84 (1, 1H, J = 5,71 Hz,26-H)); 6,74-6,72 (m, 2H, 17(6)-H);
6,30 (dd, 1H, J = 17,84 Hz, 1,39 Hz, 3(2)-H (trans)); 6,09 (dd, 1H, J = 11,52 Hz, 1,34 Hz,
3(2)-H (cis)); 5,41-5,27 (m, 2H, 15(1)-H); 5,13 (t, 1H, J = 5,54 Hz, 25-H);4,87-4,77 (m, 2H,
(17(4)));4,46-4,37 (m, 2H, (18, 17)-H); 3,88-3,68 (m, 4H, (8(1), 13(2))-H) 3,52 (s, 3H, 15(3)-
H); 3,44 (s, 6H, (12(1), 2(1))-H); 3,25 (s, 3H, 7(1)-H); 2,31-2,22 (m, 1H, 17(2-a)-H) ; 2,05-1,93
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(m, 3H, 17(1-b), 17(1a), 17(2-b)-H); 1,84-1,74 (m, 1H, 13(3))-H); 1,68-1,66 (m, 6H, (18(1),
8(2))-H); 1,14 -1,08 (m, 1H, 17(5)-H); =1,61 (s, 1H, 21-NH); -1,80 (s, 1H, 23-NH). *C RMN
[CDCl3, 100 MHz, § (ppm)]= 174,38 (15(2)-C); 172,14 (17(3)-C); 169,51 (13(1)-C); 169,15
(19-C); 165,98 (16-C); 154,29 (6-C); 148,87 (9-C); 144,78 (8-C); 138,94 (1-C); 137,83 (13(3),
17(5))-C); 136,00 (7-C); 134,93 (14-C); 134,88 (4-C); 134,83 (13-C); 134,57 (3-C); 130,25
(2-C); 129,64 (12-C); 129,32 (3(1)-C); 128,84 ((17(7), 17(9); 13(5),13(7))-C)); 128,55 (11-C);
128,26 ((17(8),13(6))-C); 127,39 ((17(6), 17(10), 13(4),13(8))-C); 121,70 (3(2)-C); 102,39
(15-C); 101,45 (10-C); 98,69 (5-C); 93,35 (20-C); 52,96 (17-C); 52,09 (15(3)-C); 49,49 (18-
C); 44,71 ((17(4),13(2))-C); 38,04 (15(1)-C); 32,11 (17(2)-C); 30,95 (17(1)-C); 23,31 (18(1)-
C); 19,59 (8(1)-C); 17,69 (8(2)-C); 12,13 (2(1)-C); 11,92 (12(1)-C); 11,28 (7(1)-C). MS [IE*,
m/z]= 789,5 (C4gHs,NgO,, [M+H]*). FTIR [ATR, 7., (cm~')]= 3333 (5 N-H); 2961 (v C-H);
1741 (v 15(2)C=0); 1645 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0); 1598 (v C=C, C-N); 1550 (v N-H); 1259
- 1016 (v 15(2)C-0); 702 - 666 (v =C-H) Ar. monosustitucion. UV-vis [ CH,Cl,, A, (hm)]=
401 ; 664.

3.3.2. Preparacion de complejos metalicos
Metodologia general

La sintesis de complejos metalicos se realiz6 a partir de los compuestos 46-48 preparados
previamente. En un balén de 100 mL se adicion6 uno de los compuestos 46-48 disuelto en
dicloromentano y una solucion saturada de acetato hidratado zinc o cobre en 1 mL de meta-
nol. Se sell6 el reactor con un septum y se purgdé con argdn, la reaccion se dejo en agitacion
constante durante 3 h. Pasado el tiempo de reaccién, se adicioné una solucién acuosa de
bicarbonato de sodio y se dej6 en agitacion constante durante 10 min. El producto se extrajo
con CH,Cl, (83x10 mL), la capa organica se seco sobre sulfato de magnesio, se concentrd y
purificé por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC preparativo, columna C18), usando
como eluente metanol.

Figura 13. Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.

~o"o
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A partir de 2,4mg de 46 (0,0034 mmol), en 5mL de CH,Cl, y una solucion saturada de
acetato de zinc en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y
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se purificé por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,1 mg (0,002 72 mmol;
rendimiento 80,77 %).

Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (49): HPLC tR 4,77 min (Co-
lumna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 254 nm). MS [IE*, m/z]= 770,38 (ZnC4,H51N505, [M+H]*). FTIR [ATR,
Umaz (€em~1)]= 2959 (v C-H); 1726 (v 17(3)C=0, 15(2)C=0); 1608 (v 13(1)C=0); 1545 (v
C=C, C-N); 1259 - 1019 (v 17(3)C-0O, 15(2)C-0O). UV-vis [ CH,Cl,, \,,,., (hm)]= 410 ; 637.

Figura 14. Cu-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6

o "0 ,
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A partir de 2,4 mg de 46 (0,0034 mmol) en 5mL de CH,Cl, y una solucién saturada de ace-
tato de cobre en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y
se purificdé por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,2 mg (0,002 86 mmol;
rendimiento 84,29 %).

Cu-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (50): HPLC tR 8,24 min (Co-
lumna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 254 nm). MS [IE*, m/z]= 769,38 (CuC,,H51N5O5, [M+H]*). FTIR [ATR,
Umaz (€M™ 1)]= 2915 (v C-H); 1734 (v 17(3)C=0, 15(2)C=0); 1633 (v 13(1)C=0); 1558 (v
C=C, C-N); 1338 - 1196 (v 17(3)C-O, 15(2)C-0O). UV-vis [ CH,Cl,, ;.. (nmM)]= 410 ; 634.
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Figura 15. Zn-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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A partir de 2,8 mg de 47 (0,002 96 mmol) en 5mL de CH,CI, y una solucion saturada de
acetato de zinc en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y
se purificé por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,5mg (0,002 48 mmol;
rendimiento 83,33 %).

Zn-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (51): HPLC tR 11,04 min
(Columna Zorbax XDB-C8 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 100 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400 nm). MS [IE*, m/z]= 1007,75 (ZnCggHgsNgO,4, [M+H]*). FTIR [ATR,
Umaz (€M™ 1)]= 2919 (v C-H); 1737 (v 15(2)C=0); 1625 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0); 1557 (v
C=C, C-N); 1259 - 1029 (v 15(2)C-O). UV-vis [ CH,Cl,, A, (nm)]= 411 ; 637.

Figura 16. Cu-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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A partir de 2,7mg de 47 (0,00286 mmol) en 5mL de CH,CI, y una solucion saturada de
acetato de cobre en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y
se purificd por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,5mg (0,002 68 mmol;
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rendimiento 86,6 %).

Cu-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (52): HPLC tR 14,00 min
(Columna Zorbax XDB-C8 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 100 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400nm). MS [IE*, m/z]= 1006,75 (CuCsqHgsNgO,4, [M+H]*). FTIR
[ATR, 7nae (em™1)]= 2915 (v C-H); 1734 (v 15(2)C=0); 1628 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0);
1558 (v C=C, C-N); 1339 - 1195 (v 15(2)C-0O). UV-vis [ CH,Cl,, A\, (nm)]= 411 ; 635.

Figura 17. Zn-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina 6.

A partir de 2,4mg de 48 (0,003 04 mmol) en 5mL de CH,CI, y una solucion saturada de
acetato de zinc en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccidn, se extrajo el crudo y
se purificé por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,2 mg (0,002 57 mmol;
rendimiento 84,62 %).

Zn-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (53): HPLC tR 3,11 min
(Columna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400 nm). MS [IE*, m/z]= 851,38 (ZnC49H5,NgO,4, [M+H]*). FTIR [ATR,
Umaz (€M~ 1)]= 2916 (v C-H); 1731 (v 15(2)C=0); 1607 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0); 1541 (v
C=C, C-N); 1336 - 1072 (v 15(2)C-0O). UV-vis [ CH,Cl,, )\,,,., (nm)]= 411 ; 636.
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Figura 18. Cu-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.

A partir de 2,5mg de 48 (0,003 17 mmol) en 5mL de CH,CI, y una solucion saturada de
acetato de cobre en 1 mL de metanol. Finalizado el tiempo de reaccion, se extrajo el crudo y
se purificé por HPLC fase reversa, eluyendo con MeOH. Se obtuvo 2,2 mg (0,002 58 mmol;
rendimiento 81,48 %).

Cu-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (54): HPLC tR 5,55 min
(Columna Zorbax XDB-C18 150x 4,6 mm, 5,0 um, fase movil: 90 % acetonitrilo, flujo 1,0 mL/min,
25,0 °C, detector UV 400 nm). MS [IE*, m/z]= 850,38 (CuC4gH5qNgO,, [M+H]"). FTIR [ATR,
Umaz (€M™1)]= 2916,88 (v C-H); 1734,67 (v 15(2)C=0); 1630,19 (v 17(3)C=0, 13(1)C=0);
1541,45 (v C=C, C-N); 1338,21 - 1030,5 (v 15(2)C-0). UV-vis [ CH,Cl,, )\,0. (nM)]= 411 ;
635.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se reporta la sintesis y caracterizacion de compuestos derivados de
clorofila, usando como materia prima la clorofila extraida de las hojas de espinacas.

La biomasa inicial (Figura 19-a) se llevo a un equipo de extraccién Soxhlet (sélido-liquido)
bajo las condiciones descritas en la Tabla 2, se obtuvo 1,9983 g de extracto. La biomasa final
perdié por completo el color verde (Figura 19-b), encontrando en el extracto diversos anali-
tos. El extracto obtenido se purificé por cromatografia de gravedad, inicialmente se eluy6 con
heptano para descartar las fracciones de color naranja, amarillo y rojo los cuales contenian
carotenoides y xantdéfilas. Al final eluyendo con heptano:diclorometano (20:80) se obtuvo
una fraccion verde oscura, la cual se caracterizd por espectrometria de masas, arrojando
una masa igual a 870,57 correspondiente al derivado de feofitina-a. La clorofila es un com-
puesto labil y puede degradarse facilmente, siendo susceptible a alteraciones quimicas en el
nucleo del macrociclo, ya sea por el ion metalico, posiciones mas reactivas del macrociclo o
por la cadena lateral de fitilo. Por este motivo, la clorofila sufre cambios estructurales desde
su aislamiento o purificacién cuando se emplea silica como fase estacionaria. La silica al
ser acida es capaz de romper el enlace covalente coordinado que se encuentra formando el
ion metalico Mg(ll) con el macrociclo de clorina. Los dos atomos de nitrégeno de la clorina
presentan pares de electrones que son donados y aceptados por el metal; este enlace se ve
afectado en medio acido donde los pares de electrones del ligando se protonan y rompen el
enlace covalente coordinado.

Figura 19. Biomasa inicial y final de las hojas de espinaca.

a). Biomasa inicial. b). Biomasa final.
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Tabla 2. Condiciones para la extraccion de clorofila.

Peso biomasa inicial 28,4332¢g
Volumen CH,Cl, 600 mL
Temperatura chiller  10°C
Tiempo 8 horas
Peso biomasa final  26,34779
Peso extracto 1,9983 ¢

El precursor principal 17(3)- metil éster de feoforbida conocido cominmente como metilfeoforbida-
a (MPP) se prepar6 por una reaccion de transesterificacion (Esquema 9) en metanol y ca-
talizada por el acido sulfirico, siguiendo la metodologia reportada por“®. La reaccién fue
protegida de la luz, el producto fue almacenado a bajas temperaturas y no fue purificado

con el objeto de evitar posibles degradaciones.

Esquema 9. Sintesis de metilfeoforbida-a a partir de feofitina-a.

MeOH / H2$O4
T. amb, 12 h.

Fitilo<
itilo 0

La transesterificacion normalmente ocurre por el intercambio del grupo alcoxilo del alcohol
y el alcoxilo del éster que se desea modificar. El catalizador mas empleado es de caracter
acido, pero también puede llevarse a cabo con catalizadores de caracter basico. Cuando la
reaccion de transesterificacion se realiza en presencia de un catalizador &cido como H,SO,
o HCI, se da en primer lugar la protonacién del grupo carbonilo, seguida del ataque nu-
cleofilico por parte del alcohol, originandose un intermediario tetraédrico.

La sintesis de derivados de MPP fue desarrollada en dos etapas, la primera etapa es la sinte-
sis de amidas y una segunda etapa es la metalacion. La sintesis con las distintas aminas
primarias 46-48, a través de una reaccion de sustitucion nucleofilica al acilo en el carbono
13(1)-C, usando como agentes nucleofilicos las aminas alifaticas primarias en presencia de
yoduro de sodio (Nal), en THF como disolvente y con agitacién constante durante 4 horas
a reflujo. Luego de la respectiva purificacion por HPLC fueron obtenidos los compuestos
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46-48 con porcentajes de rendimientos bajos (6-10%), por la presencia de varios centros
reactivos en la molécula de MPP que puede generar mas de un producto. En el Esquema
10 se puede observar la metodologia general de la reaccion.

Esquema 10. Sintesis de 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 a
partir de metilfeoforbida-a.

\/\/\/NH2

Nal, THF,
reflujo, 4 h.

En un principio la sintesis del compuesto 46 se realizé entre el precursor 15 y un exceso
de hexilamina en THF a 20 °C empleando la metodologia reportada por Belykh, D. et al.%?;
sin embargo, no se logré formar algun producto. Por esta razén, se optd por modificar la
metodologia empleando yoduro de sodio como catalizador y aumentado la temperatura de
reaccion, estos cambios fueron tomados de la metodologia reportada por Nguyen, D. et
al.®!, dentro de la masa de reaccién se encontr6 la formacion de varios productos y el crudo
de reaccién fue purificado por HPLC; el cromatograma obtenido se muestra en la Figura 20.
Se recogieron los picos de mayor absorcion y sélo se caracterizé el compuesto mayoritario
en relacion masa de cada reaccion. En la sintesis con hexilamina se caracterizé el pico con
tR= 5,26 min, compuesto 46.
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Figura 20. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo de reaccion y el pico ais-
lado del compuesto 46.

—— Pico aislado (Comp. 46)
5.54 —— Crudo de reaccién
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En el Esquema 11 se presentan los posibles productos de reaccién, el precursor de MPP
(15) presenta tres carbonos electro deficientes susceptibles a reacciones de sustituciéon nu-
cleofilica, por tanto estan compitiendo en la reaccion y se pueden formar productos mono,
di y tri sustituidos. Sin embargo, la velocidad de la reaccién esta dada por la basicidad de
la amina y los efectos estéricos para la formacion del intermediario tetraédrico, como la car-
ga parcial negativa del par de electrones no compartidos del nitrégeno, tamano, estructura y
namero de sustituyentes en el atomo de nitrogeno. Teniendo en cuenta lo anterior, se espera
la sustitucion sobre el carbono de la posicién 13(1), un carbono electro deficiente estérica-
mente accesible, la reaccion también puede continuar con la formacién de una amida en
la posicion 17(3). Otro posible producto con amina podria ser sobre la posicion 13(2), sin
embargo este grupo éster esta mas impedido estéricamente. Adicionalmente el sodio que
proviene del catalizador (Nal), se coordina al oxigeno de todos los grupos carbonilos, vol-
viendo al carbono mas electro deficiente para el ataque del nucleofilo (aminas).
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Esquema 11. Sintesis de posibles productos de amidas de clorina e6 a partir de
metilfeoforbida-a.

R
HN"", Nal
THF, 4h, Reflujo

En el Esquema 12 se presenta un posible mecanismo de reaccion para la sintesis de aminas,
la reaccién transcurre mediante una sustitucion nucleofilica sobre el carbono de la posicién
13(1). Primero un ataque nucleofilico sobre el carbono electrofilico, seguido de la formacién
de un intermediario tetraédrico y la ruptura del enlace carbono - carbono del anillo exociclico
(ciclopentanona) para formar un carbanion y la migracion de un protén de la nueva amida al
carbono de la posicién 15(2).

Esquema 12. Mecanismo de sustitucién nucleofilica sobre el grupo acilo.

= =
NH,R —
H 43(1) — > H o- —_—> H _ 0 —> 15(1) 13(1)R
Nao=( ‘o ° N-R o YN-R o= 9§
o) a H*H 0
/ /

O HH 0]
/ /

Una vez sintetizados, purificados y caracterizados los respectivos derivados con amidas
46-48, se continud a realizar la sintesis de los derivados 49-54 con un centro metalico em-
pleando como atomos centrales el zinc y cobre. La sintesis se realizé6 mediante la interaccion
directa de una clorina que seria el ligando y el metal proveniente de sales. La metalacion
de la clorina se da debido a los pares electronicos que posee los atomos de nitrégeno del
anillo, los cuales son aceptados por los iones metalicos que actian como acidos de Lewis
y asi formar la metaloclorina. Esta reaccion transcurrié facilmente a temperatura ambiente
y en atmosfera de argdn, bajo agitacion durante 3 h, los productos obtenidos tuvieron rendi-
mientos mayores al 80 %, empleando la metodologia reportada por Miyakate, T. et al.>?
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Esquema 13. Sintesis de Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
e6 (49)

Zn(OAc),.2H,0
DCM, T.amb, 3 h.

La caracterizacion estructural de los precursores MPP 46-48, se realiz6 a través de las técni-
cas instrumentales como el IR y ESI. Las estructuras quedaron confirmadas por RMN vy el
conjunto de experimentos 'H, '*C, DEPT-90, DEPT-135 y los bidimensionales de correlacion
homonuclear COSY y de correlacion heteronuclear HSQC y HMBC.

El analisis por espectroscopia de infrarrojo para los amino derivados de MPP 46-48, propor-
ciond en un principio las caracteristicas estructurales y la presencia de los grupos funciona-
les en los compuestos, a través de sus respectivas senales en el espectro. En el espectro
del compuesto 46 (Figura 21), se observé una banda de intensidad débil a 3310cm~' de la
vibracion de tensién del enlace N-H. Las bandas de intensidad media a débil de la region
2958 - 2859 cm™" se asocié a los modos de estiramiento C-H. Este compuesto presenta dos
grupos funcionales éster y un grupo amida, a 1731 cm~" se encontr6 la vibracion de tension
del enlace C=0 para los éster y a 1628cm™" la vibracion de tensién C=0 para el grupo
amida, se evidencié un cambio en esta region respecto al precursor MPP (15) (Anexo 3); se
encontrd un corrimiento a frecuencia mas alta a 1697 cm~' para el enlace C=0 de la cetona
del anillo extra que posee la clorofila. Las vibraciones de estiramiento del enlace simple C-O
de los grupos éster se observé a 1259 y 1019cm~" con un intensidad media. Los enlaces
tipo C=C y C=N que hacen parte de la estructura del macrocilo (clorina) se asignaron a
1600cm~'. La banda a 1558 cm~' se asigno a la vibracion de flexion fuera del plano para el
enlace N-H. Los espectros de IR para los demas compuestos se encuentran en los Anexos
3, 24 y 40. En la Tabla 3 se presentan resumidos los modos de vibracion mas importantes
para el precursor principal MPP (15) y los compuestos preparados (46-48), los cuales son
analogos al analizado anteriormente.
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Figura 21. Espectro de IR del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
€6 46.
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Tabla 3. Senales observadas en el espectro IR para los compuestos 15, 46-48.

Bandas de absorcion del espectro IR

Compuesto

vC=C
vN-H »C-H vC=0 vC=0 AN-H vC-O

vC=N
Cetona 1259
15 3393 2961 1731 1697 1620 - 1019
Amida 1259
46 3310 2958 1731 1628 1600 1558 1019
Amida 1260
a7 3330 2921 1740 1631 1601 1552 1023
Amida 1259
48 3333 2961 1723 1645 1598 1550 1016

Para determinar las masas nominales de los derivados de MPP 46-48, se empleé la técnica
de espectrometria de masas con nebulizacion por electrospray (ESI-MS) en modo positi-
vo. Los cuatro compuestos analizados mostraron el aducto molecular [M+H]*, cuya relacién
masa/carga (m/z) coincidié con el masa molecular de su formula condensada y su patrén
isotépico. En la Figura 22 se muestra el espectro en una region expandida en el pico [M+H]*
donde se observo el patrén isotopico del compuesto 46, el cual es un conjunto de senales re-
lacionadas a iones con las misma formula quimica pero que presentan diferentes isotdpos.
En la Figura 23 se puede ver el patron isotopico calculado para los iones moleculares de
acuerdo con la férmula molecular condesada del compuesto, donde se puede destacar el
alto grado de exactitud a los observados. El patron isotopico calculado fue tomado del simu-

lador Mmas versién 5.4.1.
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Figura 22. Patron isotdpico del pico [M+H]" para 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-
dimetil éster de clorina e6 46.
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Figura 23. Patrén isotépico calculado del pico [M+H]* para 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 46.
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En la Tabla 4 se encuentran las masas de los correspondientes aductos moleculares para
los derivados de MPP 46-48. Se logré observar claramente con espectrometria de masas
la sustitucién de las respectivas aminas alifaticas, aumentando el valor en masa de dicha

amina al valor del precursor MPP. (Ver Anexos 4, 25, 41)
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Tabla 4. Senales de aductos moleculares de los derivados de MPP 46-48.

Full scan [m/z]

Compuesto
[M+H]*  [M+1]"  [M+2]" [M+3]"
15 607,25 608,25 609,25 610,50
46 708,5 709,50 710,50 711,50
47 945,75 946,75 947,75 948,75
48 789,50 790,50 791,50 792,38

Para confirmar las estructuras de los derivados de MPP 46-48, se realiz6 un andlisis detalla-
do por resonancia magnética niclear de sus espectros uni y bidimensionales. El analisis por
resonancia magnética nuclear permitioé asignar de forma acertada la totalidad de la estructu-
ra molecular de acuerdo a las senales de protones encontradas. Para realizar la caracteriza-
cién se tom6 como referencia el compuesto 46. Adicionalmente en los Anexos se presentan
los espectros de 'H RMN , '3C RMN, COSY, HSQC y HMBC, para los compuestos 47-48
previamente preparados.

Figura 24. 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.

o "0 ,
46

En la Figura 25 se muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (46), se observé a campo bajo tres singletes corres-
pondientes a los protones meso 10, 5 y 20 del anillo tetrapirrélico en 9,65; 9,60 y 8,80 ppm,
respectivamente. Los protones generados por el fragmento vinilico presenta un sistema de
espin caracteristico con un doblete de doblete a 8,04 ppm para el proton 3(1) y en 6,31 y
6,09 ppm dos dobletes de doblete (dd) para los dos protones 3(2), en posicion trans 'y cis
respectivamente. Se observd a 6,44 ppm una sefal de triplete para el proton 25-H de la
amida secundaria. Las sefales de doblete a 5,53 y 5,26 ppm, pertenecen a los dos proto-
nes de la apertura del anillo E (15(1)). El protén de 18 mostré una senal de cuartete (q) a
4,46 ppm, y se observo a 4,33 ppm como multiplete el protén 17. Por otro lado, los singletes
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que se observan a 3,78, 3,60, 3,51, 3,46 y 3,28 ppm, son sefales correspondientes a los
protones metilicos 15(3), 17(4), 12(1), 2(1) y 7(1). Asi mismo, la regién que comprende 3,77
- 3,72 ppm se encuentran solapados los protones metilénicos 8(2) con un protén diaste-
rotopico 13(2-a) de la cadena alifatica de la hexilamida, entre 3,52 - 3,55 ppm se encontrd
el otro protén diasterotopico 13(2-b). A 2,57-2,11 ppm se encontraron dos multipletes que
corresponden al par de protones diasterotdpicos 17(2a-b) y un protdn diasterotopico 17(1a).
En la regién alifatica entre 1,75 - 1,67 ppm se observé un multiplete con integracion para
9 protones donde se localizaron los dos protones metilénicos 13(3), el proton 17(1b) y dos
pares de protones metilicos 18(1), 8(2), a 1,51 - 1,36 ppm dos multipletes para los protones
metilénicos 13(4) , 13(5), 13(6) y a 0,93 ppm los protones metilicos 13(7). Finalmente, los
dos singletes que se encuentran a campo alto son los protones 21-H y 23-H del anillo clorina
en —-1,64 y —1,86, dichos protones son los mas protegidos de la molécula por efecto de an-
isotropia del anillo. La Tabla 5 recapitula las senales de los protones para el anillo de clorina
de los compuestos 46-48 y el precursor 15 . Cabe resaltar, que la asignacién correcta de
cada protdn con su respectivo carbono se realizé6 por medio del andlisis de los espectros
bidimensionales de COSY , HSQC y HMBC de cada compuesto. El espectro de RMN 'H
evidencia la ruptura del anillo E exociclico, al encontrar dos sefiales de doblete nuevas entre
5,53 y 5,26 ppm que integran para dos y la ausencia de un singlete con integral igual a uno,
al rededor de 5,26 ppm para la metilfeofobida (Anexo 1).

Figura 25. Espectro de RMN H del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos ¢ [ppm], multiplicidad J [Hz] y constantes de acom-
plamiento de los protones en el espectro de 'H RMN de los derivados de MPP ( 15

46-48)
Protén Compuesto
15¢ 46 47 48
10 9,51,s 9,65, s 9,68, s 9,60, s
5 9,36, s 9,60, s 9,63, s 9,57, s
20 8,56, s 8,80, s 8,79, s 8,75, s
51 7,98,dd, J=  804,dd,J= 8,08,dd,J=  8,02dd,J=
17,80,11,58  17,89,11,52  17,88,11,58 17,85, 11,54
22 6,28,dd, J= 631,dd,J= 6,35,dd,J=  6,30,dd, J =
1,21 17,84, 1,37 17,85,1,13 17,84, 1,39
22, 6,18,dd, J= 6,09,dd, J= 6,14,dd,J=  6,09,dd, J =
11,33, 1,42 11,54, 1,39 11,52, 1,12 11,52, 1,34
15'a 5,534, s, (132) 5’51453,%’sJ - 540,s,(15') 5,41-527 ,m
15' : P e0n :
18 4’467:3qé J= 4’467: s J= 449-444m 446-437,m
17 421-419,m 435-432m 4,49-444 m 4,46-437, m
15 3,88, s (13%) 3,78, s 3,77, s 3,52, s
8! 3,72-365m 377-3,72,m 3,82-378 m 3,88-3,68 m
174 3,69, s 3,60, s 3,78, s -
12! 3,57,s 3,51, s 3,54, s 3,44,s
21 3,40,s 3,46, s 3,48, s 3,44,s
7! 322,s 3,28, s 3,31,s 3,25, s
17'a  2,68-2,60,m 222-209,m 181-175m 231-222m
17 2,35-229,m 1,79-1,67,m 1,53-0,95,m 2,05-1,93, m
172 255-248m 257-249, m 236-227,m 184-174m
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Tabla 5. .. continuacion

] Compuesto
Proton

15 46 47 48

17%b 226-220,m 222-209,m 210-2,01,m 1,14-1,08, m

18! 181.d J= 479 167,m 173-169,m 168-166m
7.24
8 189.LJ= 179.167,m 173-169,m 168-166m
7.54
21 - ~1,64,s -1,61,s -1,61, s
23 ~1,64, s 1,86, s -1,81,s -1,80, s
. ] 6,44, J= 652t J= 684t J=
5,66 5,50 5,71
26 ] ] 4651, J= 513, J=
4,55 5,54

“La asignacion del precursor se hizo por comparacion. 534

En la Figura 26 se presenta el espectro bidimensional COSY para el compuesto 46; se ob-
serva la correlacion entre los protones 8(1) y 13(2) que se hallaban en la region 3,77 - 3,72
ppm en forma de multiplete y los cuales estaban solapados. De igual manera, permitio la
asignacion de los protones metilénicos de la cadena de hexilamida que se solaparon con
los protones metilicos 18(1) y 8(2).
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Figura 26. Espectro de RMN COSY del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster
de clorina e6.
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De manera detallada se expande el espectro bidimensional COSY (Figura 27) para la region
9,0 y 5,6 ppm, donde se puede observar el sistema de spin para los protones vinilicos,
encontrando los acomplamientos 3(1) con los protones metilénicos 3(2)-trans y 3(2)-cis.
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Figura 27. Espectro de RMN COSY §: 9,0-5,6 [ppm] del 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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Siguiendo en orden el analisis de COSY, en la Figura 28 se muestra el espectro bidimensio-
nal en la region de 6,5 a 3,3 ppm, donde se observo que el protén de amida 25-H correla-
ciona con los protones no equivalentes 13(2a-b) de la cadena alifatica que se encuentran en
3,76 y 3,54 ppm. Igualmente, se percibi6é el acoplamiento entre estos protones 13(2-a)-H y
13(2-b). Por otro lado, se observo el acoplamiento geminal entre los dos protones 15(1a-b)
en 5,53 y 5,26 ppm, el singlete de 15(1-b) es la senal de diclorometano residual.
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Figura 28. Espectro de RMN 'H del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Considerando ahora la region a campo alto del espectro COSY (29), se puede apreciar un
acoplamiento vecinal del proton 18 con los protones metilicos 18(1) y el proton 17 con los
protones 17(1-b). Otro acoplamiento que se observo fue el presentado por el fragmento etili-
co entre los protones 8(1) con los protones 8(2). El sistema de spin de la cadena aflifatica de
la hexilamida se evidencia por la correlacion de los protones 13(2) con los de 13(3), que a
su vez acoplan con 13(4) y de los demas protones hasta finalizar la cadena con los protones
de 13(7). Por otra parte, se encontr6 el acomplamiento de los protones diasterotdpicos 17(2-
a)y 17(1-a), con los protones 17(2-b) y 17(1-b) en la regién que comprende 2,57 y 2,11 ppm.
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Figura 29. Espectro de "HRMN del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.
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El analisis de los espectros '3C RMN fueron esenciales para continuar con la correcta asig-
nacién estructural de los compuestos 46-48. En la Figura 30 se presenta el espectro de 'C
RMN para el compuesto 46 con su correspondiente asignacion. Se puede observar todas
las senales asociadas a cada uno de los carbonos de la molécula, se resalta a campo bajo
los carbonos carbonilicos 15(2), 17(3) y 13(1), en campo medio los carbonos meso 10,5y
20, finalmente a campo alto los carbonos metilicos. En la Tabla 30 se resumen las senales
de carbono para el anillo de clorina para cada uno de los compuestos 46-48 y el precur-
sor 15 . La ausencia de la senal desplazada a campo mas bajo al rededor de 189,65 ppm,
confirma un cambio en el entorno quimico del carbono carbonilico 13(1)-C. Ver espectro del
compuesto 15 en el Anexo 2.
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Figura 30. Espectro de '3C RMN del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos ¢ [ppm] de los carbonos en el espectro de 13C RMN
de los derivados de MPP (15, 46-49).

Carbono Compuesto
15 46 47 48
152 169,59 (13%) 174,24 174,52 174,38
173 173,37 173,58 172,19 172,14
13! 189,65 169,45 169,51 169,51
19 172,20 168,77 169,36 169,15
16 166,18 166,67 166,04 165,98
6 155,67 154,18 154,23 154,29
9 150,98 149,11 148,94 148,87
8 142,10 144,74 144,78 144,78

...continua en la siguiente pagina
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Tabla 6. .. continuacion

Carbono Compuesto
15 46 47 48

1 137,92 138,86 138,90 138,94
7 136,18 136,12 136,06 136,00
14 145,24 135,00 134,87 134,93
4 136,18 134,84 134,87 34,88
13 128,92 134,78 134,81 134,83
3 136,18 134,52 134,57 134,57
2 131,87 130,15 130,29 130,25
12 129,06 129,96 129,77 129,64
3! 129,06 129,48 129,40 129,32
11 128,47 128,46 128,32 128,55
32 122,82 121,61 121,71 121,70
15 105,15 102,15 102,38 102,39
10 104,45 101,37 101,43 101,45
5 97,54 98,86 98,73 98,69
20 93,13 93,69 93,36 93,35
17 52,87 53,12 52,98 52,96
153 51,07(13%) 52,15 52,17 52,09
17 50,08 51,64 39,12 44,71
18 51,68 49,27 49,52 49,49
15! 64,70 (132) 37,80 37,95 38,04
17? 31,01 31,15 30,95 32,11
17t 29,84 29,69 22996082 30,95
18! 23,08 23,07 23,36 23,31

...continua en la siguiente pagina
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Tabla 6. .. continuacion

Compuesto
Carbono
15 46 47 48
8! 19,45 19,70 19,67 19,59
82 17,43 17,75 17,74 17,69
2! 12,11 12,18 12,18 12,13
12! 12,11 11,93 11,95 11,92
7! 11,24 11,36 11,33 11,28

Parte importante en la elucidacién estructural es el conjunto de experimentos DEPT 90 y
DEPT 135. Se muestra en la Figura 31 el espectro DEPT 90 del compuesto 46, con este
espectro se identificod los seis carbonos metinicos (C-H) que presenta en su estructura el
compuesto en andlisis. Por lo tanto, se identifico los carbonos 3(1) a 129,48 ppm y los tres
carbonos meso 10,5y 20 a 101,39; 98,86 y 93,69 ppm respectivamente. La senal de 53,12
ppm corresponde al carbono 17 y a 49,27 ppm se encontro el carbono 18.

Figura 31. Espectro DEPT 90 del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clo-
rina 6.
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En la Figura 32 se presenta el espectro DEPT-135 para el compuesto 46, donde se logro
identificar los carbonos metilénicos y metilicos. A campo alto y con fase negativa se encon-
traron las senales de los carbonos metilénicos 13(2,3,4,5), 15(1), 17(1) y 17(2). Las senales
correspondientes a los carbonos 13(6) y 8(1) se observan a 22,67 y 19,70 ppm respectiva-
mente. Por ultimo, con fase positiva se asignaron los carbonos metilicos 8(2)-C (17,75 ppm),
13(7)-C (14,11 ppm), 2(1)-C (12,18 ppm), (12(1)-C) (11,93 ppm) y (7(1)-C) (11,36 ppm).
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Figura 32. Espectro DEPT 135 del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clo-
rina eé.
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La asignacion correcta de todos los carbonos junto con sus respectivos protones fue corro-
borada por el analisis del espectro HSQC. En la Figura 33 se exhibe el espectro HSQC para
el compuesto 46, se debe agregar que los contornos de color verde representan los car-
bonos metilénicos que tiene fase negativa, y las senales de color azul son de fase positiva
para los carbonos metinicos y metilicos. Con el HSQC se logr6 aclarar el multiplete entre
1,79-1,67 ppm que integré para 9 protones que presentd el espectro de 'H RMN, debido al
diferente ambiente quimico que tienen estos protones. En este multiplete se observé cuatro
contornos, dos de color azul y dos verde solapados, los contornos de color verde presen-
taron correlacién para la posicion 13(3) y 17(1). Adicionalmente, uno de los contornos de
color azul mostr6 una correlacion para los protones 18(1)-H y el carbono 18(1)-C; también
se aprecid otro contorno de color azul donde se evidenci6é una correlacion entre los proto-
nes 8(2)-H y su respectivo carbono 8(2)-C, de esta manera se obtiene un total de 9 protones
para esta sefnal de multiplete. También, se observo las correlaciones de los protones diaste-
rotépicos (3(2),15(1), 13(2) y 17(2) con su respectivo carbono. La sefal marcada con (x) es
de un contaminante.
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Figura 33. Espectro HSQC del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
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Por ultimo el espectro bidimensional HMBC (Figura 34) permitié confirmar totalmente la es-
tructura del compuesto analizado. El proton 10 present6 acoplamiento con los carbonos 8 y
12 a tres enlaces de distancia, igualmente el protén 5 acopld con los carbonos 4y 7 ados y
tres enlaces de distancia respectivamente. El proton 20 mostré acoplamiento con los carbo-
nos 1, 2y 18. El protén metilénico 3(1) presenta acoplamiento con los carbonos 2 y 4 a tres
enlaces de distancia; asi mismo los protones diasterotépicos 3(2) acoplaron a tres enlaces
de distancia con el carbono 3. Los protones 15(1) presentaron acoplamiento a tres enlaces
de distancia con los carbonos 14 y 16, a su vez acoplaron con el carbono 15 a dos enlaces
de distancia. El proton 18 acopl6 con los carbonos 16 y 17(1) a tres enlaces de distancia y
con el carbono 18(1) a dos enlaces de distancia. El protén 17 presentd acoplamiento con los
carbonos 18, 19 y 16. Por otra parte, los protones 15(3), 15(1) presentaron acoplamiento con
el carbono 15(2) a tres y dos enlaces de distancia respectivamente. Los protones metilicos
12(1) presentaron acoplamiento con el carbono 11, y los protones metilicos 2(1) acoplaron
con los carbonos 1, 2 y 3. Los protones metilicos 7(1) acoplaron con los carbono 6 y 8 a tres
enlaces de distancia, de igual manera acopl6 con el carbono 7 a dos enlaces de distancia.
Los protones 18(1) acoplaron con los carbonos 18 y 19 a dos y tres enlaces de distancia
respectivamente. Los protones 8(1) presentaron acoplamiento con los carbonos 7, 8 y 9. Por
ultimo, se observo el acoplamiento del proton 23 con los carbonos 11, 12y 14.
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Figura 34. Espectro HMBC del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
e6.
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La caracterizacion de los derivados metalicos 49-54, se realizé mediante espectroscopia de
infrarrojo y espectrometria de masas. En la Figura 35 se muestra los espectros de IR para
los derivados metalicos del compuesto 46, en a) complejo metalico de Zn (49) y en b) com-
plejo de Cu (50). Al comparar los dos espectros se observo un leve desplazamiento y un
cambio en la forma de las bandas para los grupos funcionales éster y amida, debido a la
coordinacién de los iones metalicos. El complejo de Zn(ll) Figura 35-a, presenté a 1726 cm™"
una vibracién de tensién del enlace C=0 para los éster y a 1608 cm~" la vibracion de ten-
sién C=0 para el grupo amida. Las vibraciones de estiramiento del enlace simple C-O de
los grupos éster se observé a 1259 y 1019cm™" con un intensidad media. En el complejo
de Cu(ll) 35-b, se observé un desplazamiento en todas sus bandas a frecuencias mas al-
tas, respecto al complejo de Zn(ll). La banda de vibracién de tension del enlace C=0 para
los grupos éster se encontré a 1734cm~" y a 1633 cm~" la vibracién de tensién C=0 para
el grupo amida. Las vibraciones de estiramiento del enlace simple C-O del grupo éster se
observo a 1338 y 1196 cm™" con un intensidad media. En la regién de frecuencia mas baja
es posible observar los estiramientos y la deformacién del metal.5®
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Figura 35. Espectros de IR para el Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6 y el Cu-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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En la Figura 36 se encuentra el patron isotdpico observado del pico M para los compuestos
49-50 (Figura 36 -a)), y el calculado para estos mismos picos (Figura 36 -b)), lo cual permite
confirmar que los respectivos derivados metalicos de MPP fueron sintetizados.

El patron isotdpico calculado para los iones moleculares de acuerdo a la formula molecular

condensada de los compuestos, coincide con los observados por los espectros tomados en
ESI para los compuestos sintetizados.
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Figura 36. Patron isotopico para los derivados metalicos del 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 49-50. a) Obtenido; b) Calculado.
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Tabla 7. Senales de aductos moleculares de los derivados metalados de MPP 49-54.

Full scan [m/z]
Comp.

[M] [M+11" [M+2]"  [M+3]"  [M+4]"  [M+5]"  [M+6]" [M+7]*

46 - 7085 7095 7105 7115 - - -
49 769,38 770,38 771,38 77238 773,38 774,38 - -
50 768,38 769,38 770,38 771,38 772,38 77325 77475 -
47 - 945,75 946,75 947,75 948,75 - - -
51  1006,75 1007,75 1008,75 1009,75 1010,75 1011,75 1012,75 1013,75
52 1005,75 1006,75 1007,75 1008,63 1009,75 1010,63 - -

48 - 789,5 790,5 791,5 792,38 - - -
53 850,38 851,38 852,38 853,38 854,38 855,38 856,38 857,38
54 - 850,38 851,38 852,38 853,38 854,38 - -

Por medio de la espectroscopia ultravioleta visible, se evidencié las caracteristicas electroni-
cas de los derivados de MPP 46-54.

Las porfirinas al ser compuestos altamente conjugados y tener un flujo de electrones en el
anillo tetrapirrélico son considerados como cromoéforos aromaticos (contiene 22 electrones,
pero 18 de ellos se encuentran deslocalizados cumpliendo la regla de Hickel). El espectro
de absorcidn caracteristico de las porfirinas se explica con el modelo de cuatro orbitales
propuesto por Martin Gouterman (Figura 37). Segun este modelo, las bandas que presenta
el espectro son transiciones entre dos HOMO y dos LUMO (= — =*). Estas transiciones
originaron dos estados excitados de mayor y menor energia, llamados bandas de Sorety Q
respectivamente. %6-58

Los orbitales moleculares ocupados mas bajos HOMO y HOMO-1 corresponden a a4, y ay,
respectivamente. El orbital a;, presenta una densidad electrdnica sobre los cuatro carbo-
nos meso y los cuatro atomos de nitrégeno. El orbital a,, con densidad electronica sobre
los carbonos de los anillos pirrolicos. Por otro lado, los orbitales moleculares desocupados
mas bajo (LUMO) pertenecen a ey, y €4, donde la densidad electronica se encuentra sobre
los atomos de carbono meso, dos nitrégenos pirrdlicos (posiciones opuestas) y sus anillos
pirrdlicos. %6-59
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Figura 37. Transiciones electronicas paras las porfirinas segun el modelo de Gouter-
man.

€qy LUMO +1

€q LUMO
Soret Q

Ay HOMO

A HOMO -1

FUENTE: Adaptado de la referencia GIOVANNETTI, R. Macro To Nano Spectroscopy: The Use of
Spectrophotometry UV-Vis for the Study of Porphyrins. InTech. 2012, p.87-108.

Debido a la similitud estructural de las porfirinas con las clorinas, resultoé pertinente emplear
el modelo de Gouterman para el andlisis de los compuestos sintetizados. Estos compues-
tos absorben en la regién comprendida entre el azul y rojo del espectro visible, y presentan
en dos regiones caracteristicas llamadas banda de Soret y bandas Q. La banda de Soret
es la mas intensa y se encuentra alrededor de los 480 nm, corresponde a la transicion del
estado fundamental a su segundo estado excitado (S0 — S2). La segunda regién, esta
compuesta por cuatro bandas Q, intensidad débil localizadas al rededor de los 577-618 nm,
correspondientes a la transicién del estado fundamental al primer estado excitado (S0 —
S1).

En la Figura 38 se muestra el espectro de Uv-Vis en un rango de 280-800 nm del precursor
MPP (15) y los compuestos (46-48). La MPP mostr6 maximos de absorcion a 413 nm debido
a la banda de Soret, y 507, 538, 610 y 667 nm que pertenecen a las bandas Q. Los com-
puestos (46-48), presentaron maximos de absorcién a 401 nm (banda de Soret) y el conjunto
de bandas Q alrededor de 499-672nm. Al comparar los compuestos 46-48 con el precur-
sor MPP, se observé un desplazamiento hipsocrémico tanto de la banda de Soret como las
bandas Q. En la Tabla 8 se resumen los maximos de absorcién para la MPP y sus derivados.
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Figura 38. Espectro de absorcion UV-Vis para la MPP y sus derivados.
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Tabla 8. UV-Vis de absorcion de la MPP y sus correspondientes derivados de amidas.

Compuesto Bandas Q

Banda de Soret
A1 A2 A3 A\

15 413 507 538 610 667
46 401 499 530 607 664
47 401 500 530 608 664
48 401 500 529 608 664

En la Figura 39 se presenta el espectro de absorcion UV-Vis para el 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 y sus complejos metalicos Zn (Il) y Cu (ll). Al comparar
los espectros de las metaloclorinas con el compuesto 46 se observo un cambio de longitud
de onda mas larga (desplazamiento batocromico) de la banda de Soret y un desplazamiento
hipsocrémico de las bandas Q. Este ultimo desplazamiento es causado por la sustitucion de
cationes divalentes, los cuales modificaron la geometria de la molécula y por tanto, vario las
propiedades de los croméforos. Por otra parte, se evidencié una disminucién en la intensidad
y el nimero de las bandas Q para los compuestos metalicos, debido al aumento de simetria
de la molécula causado por la coordinacion de los atomos de nitrégeno del macrociclo con
el ion metalico. En la Tabla 9 se resumen los maximos de absorcién para los compuestos
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46-54 y sus respectivos complejos metalicos.

Figura 39. Espectro de absorcion UV-Vis para el 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-
dimetil éster de clorina €6 y sus complejos metalicos.
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Tabla 9. Maximos de absorcién UV-Vis para los compuestos 46-54

Amaz (NM)

Compuesto Bandas Q
Banda de Soret
A1 A2 A3 A4

46 401 499 530 607 664
49 410 509 - 589 637
50 410 508 - 587 634
47 401 500 530 608 664
51 411 504 - 589 637
52 411 501 - 589 635
48 401 500 529 608 664
53 411 511 - 590 636
54 411 501 - 588 635
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La purificacion de los compuestos se evidencié por cromatografia de alta eficacia (HPLC)
analitica a diferentes longitudes de onda. En la Figura 40 se presenta el perfil cromatografico
del compuesto 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (46) y sus com-
plejos metalicos Zn (ll) y Cu (ll), con longitud de onda en el detector a 360 nm. Se observo
para los tres compuestos un sélo pico cromatografico, donde el complejo metalico de Zn (Il)
eluy6 a un tiempo de retencion menor al precursor (46) por la poca interacciéon con la fase
estacionaria, debido a la estructura tetraédrica del complejo (configuracion electrénica d').
Los complejos de cobre (I1) presenta una configuracién electrénica d° con una conformacion
cuadrado planar lo que permite una mayor interaccion con la fase estacionaria y por lo tanto,
la retencion es mayor.8° En los Anexos se encuentran los perfiles cromatograficos para los
compuestos (47-54), los cuales también registraron un solo pico cromatografico de manera
que indicaron su grado de pureza.

Figura 40. Perfil cromatografico para 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6 y sus complejos metalicos Zn (Il) y Cu (II).
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5. CONCLUSIONES

Se prepararon derivados de metilfeoforbida-a, a través de sintesis sencillas basadas en
reacciones clasicas como la transesterificacion y la sustitucion nucleofilica. Las metaloclori-
nas se sintetizaron de forma sencilla, econémica y con buenos porcentajes de rendimiento,
por medio de una reaccion directa entre el ligando y el metal.

Se encontré que la metilfeoforbida-a, es mas estable que la clorofila, lo que llevo a una facil
construccion de derivados con sustituyentes de aminas. La MPP resulta ser un precursor
idoneo para realizar numerosos de derivados de clorinas.

Se evidencio que la sustitucion nucleofilica favorecié el rompimiento del anillo exociclico para
la sustitucién de las aminas alifaticas, debido a la presencia de un centro nucledfilo estérica-
mente accesible. Cabe recalcar que la sustitucién también es posible en los posibles grupo
éster, obteniendo una di o tri sustitucion.

Se logro6 caracterizar exitosamente los derivados de MPP sintetizados mediante las técni-
cas espectroscopicas planteadas (IR, ESI, RMN, UV-Vis). Por medio de espectroscopia de
absorcion UV-Vis se observo el patron caracteristico de este tipo de moléculas, con una
banda intensa de Soret en la regién azul y cuatro bandas Q menos intensas en la region
roja para los compuestos (46-48). Por otro lado, las metaloclorinas (49-54) presentaron una
disminucién en las bandas Q debido a la simetria que causa al coordinarse con un metal.

Se obtuvo muestras significativas para la posterior evaluacion en terapia fotodinamica para
células cancerigenas. Candidato prometedor para desarrollarse como un fotosensibilzador,
gracias a sus propiedades fotofisicas tales como los maximos de absorcion en la longitud
de onda del rojo (675 nm).

Con el objeto de llevar un control de la reaccidén con aminas, se recomienda caracterizar los

demas compuestos aislados de cada crudo de reaccion para confirmar todas las sustitucio-
nes posibles.
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6. DIVULGACION DE RESULTADOS

Resultados parciales fueron expuestos mediante la modalidad de poster en el XVII Congre-
so Colombiano de Quimica, realizado los dias 25 al 27 de octubre de 2017 en la ciudad de
Bucaramanga,Colombia.
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ANEXOS

1. Espectros RMN 'H, RMN '3C, IR, ESI-MS y perfil cromatografico de la metilfeforbida-a
(15).

Anexo 1. Espectro de RMN 'H de la metilfeoforbida-a.
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Anexo 3. Espectro IR de la metilfeoforbida-a.
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Anexo 4. Espectro de masas de la metilfeoforbida-a.
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Anexo 5. Perfil cromatografico de alta eficiencia de la metilfeoforbida -a.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18

Detector: Arreglo de diodos (DAD) \ —— 600 nm
Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal)
Fase mévil: ACN (100) 5-15min (Isocrético) 7.97 420 nm
Flujo: 1TmL/min —— 360 nm
1.5 —— 280 nm
—— 254 nm

Absorbancia (AU)

(S
L

) S
0.0 T \ \ \ T \ \

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo de retencién (min)

2. Espectros RMN DEPT 90, DEPT 135, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, IR, ESI-MS y perfil
cromatografico del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6 (46).

Anexo 6. Espectro de RMN '3C, DEPT 90 y DEPT 135 del 13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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Anexo 7. Espectro de RMN COSY del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.

Anexo 8. Espectro IR del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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Anexo 9. Espectro de masas del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clo-
rina e6.
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Anexo 10. Perfil cromatografico de alta eficiencia del 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-
dimetil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18

Detector: Arreglo de diodos (DAD) _—

Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal) \ —— 600 nm

Fase mévil: ACN (100) 5-15min (Isocrético) 420 nm

Flujo: 1TmL/min 7.43 360 nm

—— 280 nm

254 nm
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3. Espectros IR, ESI-MS, Uv-Vis y perfil cromatografico de los derivados metalicos 50-51.
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Anexo 11. Espectro IR del Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
€6.
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Anexo 12. Espectro de masas del Zn-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.
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Anexo 13. Espectro IR del Cu-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina
e6.
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Anexo 14. Espectro de masas del Cu-13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de
clorina e6.
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Anexo 15. Espectro de absorcion UV-Vis para el 13(1)-(N-hexilamida)-15(2),17(3)-
dimetil éster de clorina e6 y sus complejos metalicos.
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Anexo 16. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Zn-13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.

—— 600 nm Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
420 nm \ Detector: Arreglo de diodos (DAD)
Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal)
360 nm 4.77 Fase mévil: ACN (100) 5-15min (Isocrético)
—— 280 nm Flujo: 1mL/min
1.5 |—— 254 nm

0.0 V

Tiempo de retencion (min)
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Anexo 17. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Cu-13(1)-(N-hexilamida)-
15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
Detector: Arreglo de diodos (DAD) 600 nm
Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal)
Fase movil: ACN (100) 5-15min (Isocratico) 420 nm
Flujo: TmL/min 8.24 —— 360 nm
—— 280 nm
1.5+ —— 254 nm
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4. Espectros RMN 'H , RMN '3C, DEPT 90, DEPT 135, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, IR,
ESI-MS y perfil cromatografico del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de
clorina e6 (47).

Anexo 18. Espectro de RMN 'H del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de
clorina e6.
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Anexo 19. Espectro de RMN '3C del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster
de clorina e6.
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Anexo 20. Espectro de RMN '3C, DEPT 90 y DEPT 135 del 13(1),17(3)-di(N-
dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 21. Espectro de RMN COSY del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil

éster de clorina e6.

"1:'“1]}11\

Anexo 22. Espectro de RMN HSQC del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil

éster de clorina e6.
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Anexo 23. Espectro de RMN HMBC del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil

éster de clorina e6.
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Anexo 24. Espectro IR del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina
e6.
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Anexo 25. Espectro de masas por ESI del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil
éster de clorina e6.
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Anexo 26. Perfil cromatografico de alta eficiencia del 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-
15(2)-metil éster de clorina e6.

1.5
Columna ZORBAX Eclipse XDB-C8
Detector: Arreglo de diodos (DAD)
Fase movil: ACN (100) (Isocratico) 670 nm
Flujo: 1TmL/min —— 400 nm
13.12
1.0+

Absorbancia (AU)

u

0.0 \ \ \ \
0 5 10 15 20 25
Tiempo de retencion (min)

5. Espectros IR, ESI-MS, Uv-Vis y perfil cromatografico de los derivados metalicos 13(1),17(3)-
di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (51-52).
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Anexo 27. Espectro IR del Zn-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clori-
na e6.
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Anexo 28. Espectro de masas por ESI del Zn-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-
metil éster de clorina e6.
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Anexo 29. Espectro IR del Cu-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clo-
rina e6.
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Anexo 30. Espectro de masas por ESI del Cu-13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-
metil éster de clorina e6.
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Anexo 31. Espectro de absorcion UV-Vis para el 13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-
metil éster de clorina e6 y sus complejos metalicos.

—— Compuesto 47
—— Compuesto 51
—— Compuesto 52
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Anexo 32. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Zn-13(1),17(3)-di(N-
dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C8
1.5+ Detector: Arreglo de diodos (DAD)

Fase movil: ACN (100) (Isocratico) —— 636 nm
Flujo: 1mL/min —— 400 nm

11.04

Absorbancia (AU)

0.0

T T T T
0 5 10 15 20 25
Tiempo de retencion (min)
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Anexo 33. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Cu-13(1),17(3)-di(N-
dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C8
1.54 Detector: Arreglo de diodos (DAD) — 636 nm
Fase mévil: ACN (100) (Isocratico)
Flujo: 1mL/min —— 400 nm
14.00
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T T T T
0 5 10 15 20 25
Tiempo de retencion (min)

. Espectros RMN 'H , RMN '3C, DEPT 90, DEPT 135, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, IR,

ESI-MS vy perfil cromatografico del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de
clorina e6 (48).

Anexo 34. Espectro de RMN 'H del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de
clorina e6.
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Anexo 35. Espectro de RMN '3C del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de
clorina e6.
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Anexo 36. Espectro de RMN '3C, DEPT 90 y DEPT 135 del 13(1),17(3)-di(N-
bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 37. Espectro de RMN COSY del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster
de clorina e6.
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Anexo 38. Espectro de RMN HSQC del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster

de clorina e6.
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Anexo 39. Espectro de RMN HMBC del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster

de clorina e6.
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Anexo 40. Espectro IR del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 41. Espectro de masas por ESI del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil
éster de clorina e6.
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Anexo 42. Perfil cromatografico de alta eficiencia del 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-
15(2)-metil éster de clorina e6.

—— 600 nm Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
——— 420 nm \ Detector: Arreglo de diodos (DAD)
Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal)
360 nm Fase mévil: ACN (100) 5-15min (Isocratico)
—— 280 nm 5.01 Flujo: 1mL/min
1.5 4 254 nm

Absorbancia (AU)

.
0.5

0.0 \ \ T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo de retencion (min)

7. Espectros IR, ESI-MS y perfil cromatografico de los derivados metalicos 13(1),17(3)-
di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6 (53-54).
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Abundancia

Anexo 43. Espectro IR del Zn-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina
e6.
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Anexo 44. Espectro de masas por ESI del Zn-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil
éster de clorina 6.
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Abundancia

Anexo 45. Espectro IR del Cu-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina

e6.
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Anexo 46. Espectro de masas por ESI del Cu-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil

éster de clorina e6.
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Anexo 47. Espectro de absorcion UV-Vis para el 13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-
metil éster de clorina e6 y sus complejos metalicos.
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Anexo 48. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Zn-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-
15(2)-metil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
—— 600 nm Detector: Arreglo de diodos (DAD)
420 nm \ Ease mévi:: 222/8%?) (59?: ; 0) O(fISmin (Gra)diente lineal)
ase movil: -15min (Isocrético
360 nm 3.1 Flujo: TmL/min
—— 280 nm
1.5+ |—— 254 nm

Absorbancia (AU)
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Anexo 49. Perfil cromatografico de alta eficiencia del Cu-13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-
15(2)-metil éster de clorina e6.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18

—— 600 nm Detector: Arreglo de diodos (DAD)
420 nm \ Fase movil: ACN/Agua (90:10) 0-5min (Gradiente lineal)
Fase movil: ACN (100) 5-15min (Isocratico)
—— 360 nm 5.55 Flujo: 1TmL/min
—— 280 nm
1.5+ 254 nm

Absorbancia (AU)

0.0 \ \ T \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo de retencion (min)

8. Purificacion por cromatografia preparativa de la MPP y sus derivados 46-54.

Anexo 50. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo de reaccion del MPP
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Anexo 51. Perfil cromatografico de alta eficiencia para el pico aislado de MPP.
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Anexo 52. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo de reaccion del 13(1)(N-
hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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Anexo 53. Perfil cromatografico de alta eficiencia para el pico aislado 13(1)(N-
hexilamida)-15(2),17(3)-dimetil éster de clorina e6.
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Anexo 54. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo dodecei reaccion del
13(1),17(3)-di(N-dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 55. Perfil cromatografico de alta eficiencia para el pico aislado 13(1),17(3)-di(N-
dodecilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 56. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo de reaccion del
13(1),17(3)-di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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Anexo 57. Perfil cromatografico de alta eficiencia para crudo el pico aislado 13(1),17(3)-
di(N-bencilamida)-15(2)-metil éster de clorina e6.
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