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Abreviaturas

MLCT
TMRE
Vis-UV
MTT
DMEM
DMSO
DNA
IR
oTf-
RMN
DA

THF

Metal to ligand change transfer
Ester etilico tetrametilrodamina
Visible- Ultravioleta

Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucleico
Infrarrojo

Anién triflato

Resonancia magnética nuclear
Doblete aparente

Tetrahidrofurano



Abstract

This work describes the development of a new variety of luminescent rhenium(I)
complexes of the type fac-[Re(NN)(CO)s:L] where NN represents a phenanthroline
derivative and L is either a pyridine molecule or an chloride group, suitable for specific cell
imaging and whose modified photophysical properties overcome some of the problems
associated with traditional imaging agents.

Specifically, the successful synthesis and photophysical an biological studies of a
neutral Re(I) species such as fac-[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen)(CO)sCl] is described.
Furthermore, the attempt to transform this species into the thiol selective agent fac-
[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen)(CO)s(Py)]* is also reported.

Photophysical studies were performed for the complex fac-[Re(2,9-(CH2CI).-
Phen)(CO)3Cl] by UV visible and fluorescence spectroscopy. Moreover, cytotoxicity of fac-
[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen(CO)sCl] in human adenocarcinoma cervical cancer cells; HeLa cells,
was analyzed, as well as the mutagenic potential via a Genotoxicity Ames Test. In addition
to those studies, fluorescent microscopy was also performed to validate the complex as a
potential contrast agent. These results succeed to demonstrate the promising future of this
new class of imaging probes and therefore, this work represents the initial step in the
growing area of the development of transition metal based imaging agents.



Resumen

Este trabajo describe el desarrollo de una nueva variedad de complejos luminiscentes
de renio (I) del tipo fac-[Re(NN)(CO)sL] donde NN representa un derivado de fenantrolina
y L es una molécula de piridina o un grupo de cloruro, con una aplicaciéon potencial en
imagen celular y cuyas propiedades fotofisicas logran superar algunos de los problemas
asociados a los agentes de imagen tradicionales.

En concreto, se detalla la sintesis y los estudios bioldgicos y fotofisicos de una especie
Re(I) neutra como fac-[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen)(C0)3Cl]; ademas de su completa
caracterizacion mediante técnicas espectroscopias. También se detalla el intento de
transformar esta especie neutra en el agente catidnico selectivo de grupos tiol; fac-
[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen)(CO)s(Py)] *.

Se realizaron estudios fotofisicos para la especie fac-[Re(2,9-(CH2Cl)2-Phen)(CO)sCl]
por espectrometria de UV visible y de fluorescencia. La citotoxicidad de fac-[Re(2,9-
(CH2C1)2-Phen(C0)3Cl] fue comprobada en células humanas de adenocarcinoma de cancer
de cérvix; células HeLa; asi como su capacidad como agente mutagénico. Ademas de estos
estudios, se hizo uso de microscopia de fluorescencia para validar el complejo como un
potencial agente de contraste. Estos resultados demuestran el futuro prometedor de esta
nueva clase de agentes de imagen y, por lo tanto, este trabajo representa un pequefio paso
en la creciente area del desarrollo de agentes de imagen basados en metales de transicién.



Introduccion

En la actualidad la investigaciéon de la medicina diagnéstica centra su atencién en el
desarrollo de nuevas técnicas no invasivas como método de detecciéon de biomoléculas
individuales, componentes celulares e incluso en el tratamiento de enfermedades.

Tradicionalmente se han utilizado tintes organicos como el verde Malachite, la
Fluoresceina, Rodamina, etc., los cuales permitian la tincién de manera especifica de
tejidos bioldgicos, células u organulos. Actualmente y ante la demanda de informacién mas
precisa a cerca de la distribucién y procesos en los que estan implicados farmacos, se esta
desarrollando nuevas técnicas, entre las que destaca la microscopia de fluorescencia; la
cual, se esta convirtiendo en una herramienta con un gran potencial para el seguimiento
de medicamentos y como herramienta de diagnostico. Se basa en la recepciéon de luz
emitida por fluoréforos al volver a su estado fundamental de energia; este hecho permite
la elucidacion de la biodistribucion y de las interacciones que establecen ciertos fArmacos
a nivel celular, Figura 1.1

Figura 1. Células del sistema nervioso vistas por microscopia de fluorescencia.

Sin embargo uno de los mayores problemas que presenta esta técnica, es la escasa
disponibilidad de especies quimicas que presenten propiedades luminiscentes adecuadas.
Generalmente los compuestos organicos, presentan propiedades fotofisicas con tiempos
de vida media del estado excitado cortos, lo que nos supone un serio problema para
emplearlos como agentes de visualizacion celular ya que impide emplear técnicas de
visualizacién dependientes del tiempo (time-gating techniques) que reducen
considerablemente la autofluorescencia de las propias muestras . Los avances en la tltima
década han llevado al desarrollo de de nuevos agentes luminiscentes entre los que
destacan los puntos cuanticos (QDots) y complejos de lantanidos y metales de transicion,
en particular los de Re(I), Ru(II) e Ir(II).

Las propiedades fotoquimicas ideales para que una especie retina las caracteristicas
necesarias para que pueda ser usada en procesos de visualizacion celular son:

- Grandes desplazamientos de Stokes; de este modo se previene la auto desactivacidon
(self-quenching); es decir, la reabsorcién emitida por fluor6foros vecinos; y para
ser capaces de discernir entre la autofluorescencia y la emision propia de un
fluoréforo.2

- Tiempo de vida largos; asi pues, podemos distinguir la sefial deseada de la
autofluorescencia (la autofluorescencia tiene una breve duraciéon (~10ns)),
mientras que los fluoréforos metalicos presentan tipos de vida de 100ns a ms.



- Alta penetracion en el tejido irradiado. Las radiaciones en el UV presentan
una baja capacidad de penetracién y también pueden dafar los tejidos, mientras
que las que se encuentran en el infrarrojo cercano (NIR) muestran una mayor
penetracion y transmisién en el tejido, lo que nos va a permitir visualizar estas
especies facilmente.

Para que se produzca la emisidon de luz por fluorescencia y fosforescencia; es
necesario que se produzcan los siguientes hechos, que se muestran
esquematicamente en el diagrama de Jablonski, Figura 2. Cuando una molécula es
excitada a un estado electronico superior Si, mediante la absorcién de un foton,
también estara excitada vibracionalmente de acuerdo con el principio de Frank-
Condon. La absorcién es seguida de una rapida relajacién vibracional, debido a las
colisiones con otras moléculas, hasta el estado fundamental vibracional del estado
electronico excitado. Varios procesos de desactivacién pueden tener lugar entonces
(conversion interna, relajacion vibracional...) hasta llegar al estado electrénico
fundamental, esto es lo que se conoce como fluorescencia. La fluorescencia es por
tanto un proceso muy rapido y que cesa a gran velocidad cuando no se le aplica
radiacion de excitacidn.

En algunos sistemas, se produce la emision a tiempos considerablemente mas largos y
persiste después de que la radiaciéon de excitacion cese. Estos estados excitados tienen
tiempos de vida muy largos y son metaestables; y solo pueden desactivarse mediante una
transicion prohibida. Este hecho se identifica a la fosforescencia. Ademas, para que este
proceso de fosforescencia ocurra es necesario un cruce entre estados singlete y triplete, el
cual se da con mayor facilidad en aquellas moléculas que tienen atomos pesados, hecho
por el cual los complejos de metales de transicion y lantanidos son ideales.

relajacién
vibracional |

relajacién
vibracional

absorcion

T

estado 0 estado
fundamental fundamental

Figura 2. Diagrama de Jablonski.

Ademas de las propiedades fotoquimica indicadas, es necesario que los agentes
empleados en bioimagen cumplan ciertas premisas como son:

Foto estabilidad y solubilidad en el medio de estudio.
Baja toxicidad para el organismo.



- Absorcion rapida en el interior celular; sin necesidad de recurrir a técnicas de
electro permeabilizacién o la adicién de agentes externos para aumentar la
permeabilidad; ya que pueden interferir en el proceso en estudio.

- Localizacion especifica en un determinado organulo celular.

En este sentido, los sistemas de metales de transiciéon del bloque d, tienen unas
propiedades fotoquimicas muy destacables y teniendo en cuenta la simplicidad de la
quimica de estos compuestos serdan la via a seguir. Concretamente, los complejos de
metales de transiciéon dé presentan unas caracteristicas excepcionales como fluoréforos y
unas propiedades mas ventajosas que los colorantes tradicionales; ya que son estables en
medio acuoso en presencia de oxigeno, tienen grandes desplazamientos de Stokes,
tiempos de vida media largos, lo que permite que puedan ser visualizados en técnicas de
visualizacién dependientes del tiempo, facil modulaciéon de las longitudes de onda de
emisidn en funcién del metal y los ligandos empleados y longitudes de onda de excitacion
generalmente superiores a 400nm.

En particular, los derivados de Re(I) de tipo fac-[Re(CO)3(NN)X]%/+ donde NN
representa un ligando quelato tipo fenantrolina y X un derivado halogenado o un ligando
monodentado nitrégeno dador tipo piridina, ofrecen la capacidad de modificacién de
modo independiente las caracteristicas luminiscentes y bioldgicas. Distintos entornos del
ligando quelato, cambiaran las propiedades emisoras del compuesto ya que la
luminiscencia de este tipo de compuestos se debe a la transferencia de carga entre el metal
y el ligando quelato (MLCT). Por lo tanto, modelar las propiedades bioldgicas del
compuesto se puede hacer a través de distintas funcionalizaciones del ligando X. Un
ejemplo de compuesto luminiscente de renio (I), es el que se muestra en la Figura 3, el
cual estd actuando como agente de bioimagen; estos complejos presentan una localizaciéon
selectiva en las mitocondrias, que es comprobada al comparar éste con TMRE (tinte
selectivo de mitocondrias).3
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Figura 3. Localizacion de compuestos de renio (I) en mitocondrias.



Objetivos

Como consecuencia del gran impacto que estan teniendo actualmente los complejos de
renio (I) en el ambito de imagen celular, con el objeto de ser usados como agentes de
contaste debido a sus excelentes propiedades luminiscentes, han promovido el interés
para desarrollar este trabajo; el cual se centrara en la sintesis de nuevos complejos
luminiscentes de renio (I) que puedan servir para ampliar las opciones disponibles de
agentes de contraste, teniendo como diana selectiva la mitocondria.

Los objetivos marcados son los siguientes:

1.

2.

Sintesis de un derivado de la fenantrolina conteniendo grupos cloruro de metileno.

Sintesis de compuestos luminiscentes de Re (I) del tipo fac-[Re(CO)3(NN)X], donde
NN representa el derivado de la fenantrolina descrito anteriormente y X es una
molécula de piridina o un grupo cloruro.

Caracterizacién de los complejos obtenidos mediante las técnicas espectroscopicas
habituales tales como resonancia magnética nuclear de protén y carbono e
infrarrojo. En el caso que sea posible se realizara el estudio de la estructura de los
mismos por difraccién de rayos X.

Estudio y analisis de las propiedades luminiscentes. En primer lugar se trataran los
espectros Vis-UV y, posteriormente, los espectros de emision.

En base a los resultados experimentales anteriores se experimentara con estos
complejos para comprobar su acciéon antitumoral mediante el ensayo MTT y su
potencial mutagénico mediante el Test de Ames.*

Estudio de las posibles dianas bioldgicas y mecanismos de accidn haciendo uso de
la microscopia de fluorescencia confocal.

Al finalizar todos estos pasos se pretende alcanzar el ambicioso propoésito de haber
sintetizado uno o varios complejos de renio (I) bioespecificos, que puedan ser usados
como agentes de visualizacion en técnicas bioimagen como la microscopia de
fluorescencia.



Resultados y discusion

Conocido el comportamiento del compuesto A descrito en la Figura 3 como un agente
de visualizacion selectivo de mitocondria, se intentara sintetizar un equivalente a este con
unas propiedades Opticas mejoradas. Coogan y colaboradores han asociado esa
bioespecificidad a dos condiciones, a) la presencia del grupo funcional cloruro de
metileno, el cual es susceptible de reaccionar con grupos tioles y, b) al alto contenido de
grupos tioles presentes en la mitocondria.3 Por ello, en este trabajo se propone la sintesis
de un compuesto de Re(I) que contenga dicho grupo en su estructura y utilizando un
ligando quelato diferente a bipiridina que pueda mejorar sus propiedades Opticas. En
concreto se propone la sintesis especifica de fac-[Re(CO)s3(L)py]*, donde L es 2,9-
bis(clorometil)-1,10-fenantrolina, Figura 4.

| _Jci Ccl == Bioespecificidad

\ ~
OC}'Re"'\\mN ~ N —> Prop. épticas
oc” | N

CO L —— L —
L B cl _|(OTfy Cl = Bioespecificidad
Compuesto propuesto L: Ligando Propuesto

Figura 4. Compuesto deseado (B).

Para la obtencion del compuesto B es necesario la sintesis previa del ligando
fenantrolina funcionalizado con los grupos cloruro de metilo. La ruta sintética que se ha
seguido para la obtencion del ligando L es la representada en el Esquema 1, el cual ya ha
sido descrita anteriormente por Alexander ]. Blake y colaboradores.5 La sintesis implica
una reaccion inicial de oxidacion de neocuprina al correspondiente derivado de aldehido,
después su reduccion formando la 2, 9-bis(hidroximetil)-1-10-fenantrolina seguida un
paso de clorinacion para la obtencion de L.

Se0, H

N _—

o}
N | Diox/H,0

4

Esquema 1. Ruta sintética para la obtenciéon de L
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Una vez se haya sintetizado y caracterizado oportunamente el ligando L; se pasara a su
coordinacién al centro metalico y la obtencién de B a través de la ruta sintetica descrita
inicialmente por Caspar y Meyer,® Esquema 2. Esta sintesis que implica una reaccién
inicial de sustitucién de dos ligandos carbonilo por el ligando quelato L, seguida de una
reaccion de abstraccién del ligando cloro por un ligando menos coordinante y finalmente
su sustitucion por un ligando nitrégeno dador como piridina.

— — r N Tt
cl cl v | Ja
Cl N
= NCCH
[Re(CO)CN g, | W= 3 =~ | S
I Ras AgOTf | ( P OCui.. winN =
L 5 /Rle\ g s OC“"RE““‘\N = y /Re‘\N
tolueno OC o N CHsCN  loc”” | NN bcum [0C” | N
A A = CcO
Cl OTf) Cl OTfy
) . Lo Jom L JiotH

Esquema 2. Ruta sintética para la obtencion del compuesto B

Se plantea asi la idea de sintetizar un complejo de renio funcionalizado con un ligando,
L, que presente un grupo clorometilo y que de este modo sea reactivo frente a grupos
tioles y presenten selectividad por introducirse en el interior de la mitocondria, dejando
los a los demas organulos en un segundo plano. Ademads, se busca que el complejo
presente unos tiempos de vida, asi como grandes desplazamientos de Stokes; para lo cual
se ha incrementado la aromaticidad pasando de utilizar un ligando bipiridina, compuesto
A, a un derivado de fenantrolina como ligando quelato, haciéndolo un candidato atractivo
para ser usado en aplicaciones biolégicas.

SINTESIS DEL LIGANDO L

El ligando L ha sido utilizado con anterioridad por Arca y colaboradores,” para la
sintesis de ligandos macrociclicos que incorporaran atomos dadores tales como N, S u O.
En nuestro caso L sera el encargado de otorgar la bioespecificidad al complejo final. Su
gran facilidad para reaccionar con grupos tioles o aminas sera clave para conseguirlo.

Su sintesis se hace partiendo del reactivo comercial, neocuprina. En primer lugar se
llevé a cabo un proceso de oxidacidn para conseguir funcionalizar los grupos metilos
presentes en la neocuprina; para lo cual se usé SeO; como oxidante. El paso siguiente
consistié en una reduccién del aldehido generado; para lo cual se eligié6 como reductor
borohidruro de sodio, siguendo la misma ruta sintética utilizada por Arca y colaboradores.
Asi pues se consiguié obtener la especie 2, con un bajo rendimiento debido a las
dificultades que tuvimos para separar el etoxiborohidruro de sodio y la posterior
purificaciéon de la especie 2.8

El dltimo paso que se llevé a cabo a cabo fue la sustitucién nucleéfila del grupo
hidroxilo por un cloruro, para lo cual se uso cloruro de tionilo en atmosfera de argén y a
una temperatura de 02C; esta reaccién sigue el siguiente mecanismo descrito en el
Esquema 3.
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Esquema 3. Mecanismo de reaccidon.

Una vez se ha completado la reaccién es necesario un proceso de neutralizacién para de
este modo eliminar el HCl generado. Tras sucesivos lavados con ether, asi como
extracciones liquido liquido usando una disolucién de NaHCO3 al 5%, se consigui6 obtener
la especie L con un rendimiento de 71,7%. A modo de ejemplo la Figura 5 muestra el RMN
de H (cloroformo-d) de L y su precursor compuesto 2, donde se observa claramente como
le sefial perteneciente a los protones de la fenantrolina se han desplazado hacia campos
mas bajos; es decir, presentan mayores desapantallamientos demostrando asf el éxito de
la reaccién de sustitucion.

MROZ

HE.6

MR13

H5,6

H4,7
H3,8

T T T T T T r T T T T T T T T T T T
B4 82 40 B 76 14 T2 70 (-] 4 6.4 B2 60 58 38 34 5.2 3.0
L (ppem)

Figura 5. Comparativa de espectros 1H-RMN. En la parte de arriba se observa el espectro de la especie 2
y abajo el correspondiente a la especie L.
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SINTESIS DE COMPLEJOS

Para la obtencion del complejo B se plantea la ruta sintética mostrada en el Esquema 2.
Asi pues, en primer lugar se hizo reaccionar el ligando L con cloruro de pentacarbonil
renio (I) en tolueno a reflujo. Tras 9 horas de reaccion se formo un sélido amarillo que se
aislé por filtracién, el complejo 4, con un rendimiento del 73%. Como era de esperar, de
los dos isémeros posibles, el isomero meridional y facial, se ha obtenido tinicamente este
ultimo. La disposicién facial de los ligandos carbonilos quedé patente al observar la
simetria de las sefiales correspondientes a L en los espectros de RMN-1H y RMN-13C, dando
Unicamente 4 y 7 senales respectivamente, que confirman la existencia de un plano de
simetria que pasa por el ligando quelato, ver Figura 6. Ademads, estudios por
espectroscopia infrarroja y masas confirman la obtencién de 4.

Cl

C|3I
OCin o™ OC. | \CO
"' Rey" 'L
oc” | \N> oc” ‘ ~ N
co N\)‘

fac-4 mer-4

Figura 6. Disposicion de los ligandos CO.

Una vez caracterizado se us6 como compuesto de partida a partir del cual por
desplazamiento el grupo cloruro del centro metalico e insercién de piridina, se obtendria
el complejo catiénico B.

Este proceso, transcurre en dos reacciones sucesivas. La primera de ellas, hace uso de
triflato de plata, reactivo con el cual se busca la abstracciéon del grupo cloruro, que
precipita en forma de AgCl. La vacante de coordinacion sera cubierta por acetonitrilo, el
disolvente usado en esta reaccién por sus capacidades coordinantes y el ani6on OTf -
estabiliza el complejo cationico resultante. Este proceso tiene una cinética lenta por lo que
necesita 10 horas hasta que la reaccién se ha completado; este hecho se comprueba
mediante 'H-RMN, tal y como se muestra en la Figura 7 donde se puede observar que la
sefial correspondiente a los protones correspondientes a la fenantrolina se han desplazado
hacia un campo mas bajo con respecto al producto de partida una vez se completa la
reaccion.
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Figura 7. Comparativa de espectros 1H-RMN. En la parte de arriba se observa el espectro del complejo 4
y abajo el correspondiente a la especie 5.

En este punto se plantearon diversos métodos de sintesis para la obtencién del
complejo B. En un primer momento, se optd por eliminar del medio el cloruro de plata
precipitado por filtracién sobre tierra de diatomeas, y llevar el compuesto 5 a sequedad
para realizar un cambio de disolvente, diclorometano, y afiadir directamente 1,5
equivalentes de piridina. Sin embargo transcurridas 24 horas de agitaciéon a temperatura
ambiente, la reaccién no se habia completado, y se obtenian mezclas de productos, por lo
que se plante6 trabajar con un mayor exceso de piridina. Concretamente, en la segunda
ruta se trabajé con una relaciéon molar 1:5 (5:L), usando nuevamente diclorometano como
disolvente, en esta ocasion la reacciéon también se siguié por tH-RMN y se comprob6 que
pasadas 5 horas, el producto se empezaba a descomponer.

Por ultimo, se intenté realizar la reacciéon usando 5 equivalentes de piridina, en THF a
reflujo, y comprobar el avance de la reacciéon usando 'H-RMN. En esta ocasidn si se pudo
obtener el complejo B por precipitacion con dietil eter, tal y como muestra el espectro de
la Figura 8. Lamentablemente su purificaciéon no fue posible pese a realizar sucesivas
precipitaciones y lavados con hexano y éter para intentar separarlo del gran exceso de
piridina en el que se encontraba embebido. Debido a este hecho, los estudios de
propiedades oOpticas y de actividad biolégica se llevan van a llevar a cabo usando
exclusivamente el complejo 4.
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Figura 8. Espectro del compuesto B.

REACTIVIDAD FRENTE A LIGANDOS N- Y S- DADORES

Se ha estudiado por espectroscopia de RMN de !H si efectivamente el compuesto 4 es
susceptible de reaccionar con compuestos N- y S- dadores. Para ello se han elegido como
nucleéfilos tipo el 4-(aminometil)piridina, 4-metilbencenotiol, un ligando N-dador y S-
dador respectivamente. Los dos experimentos se han realizado directamente en un tubo
de RMN, donde se ha introducido el compuesto 4 y a continuacion se le ha afadido el
nucleoéfilo correspondiente y EtsN en el caso del compuesto de tiol para facilitar y capturar
asi el cloruro liberado, Esquema 4. Una vez adicionadas las cantidades adecuadas, las
reacciones se sometieron a agitacion en bafio de ultrasonidos durando 5 minutos su

avance.
' T
B cl
5
7 cl c|:| -
NH, 0Cud = OCu g N>
Mezcla Re /R'le\ + 2 EtzNHCI
productos oc” | N ocC
CH4CN CO r = 2Et3N CO r =
, ¢ CH4CN s\©\

Esquema 4. Estudio de reactividad

Asi pues se pudo comprobar que la reaccion en la cual se usé 4-metilbencenotiol se
habia completado con éxito, en menos de 1 hora; no ocurre asi con 4-(aminometil)piridina
la cual al cabo de 24 horas mostraba una mezcla de productos que no se han podido
identificar, ver Figura 9. Demostrando asi que el compuesto 4 es susceptible a reacciones
de sustitucion nucleéfica con compuestos N y S-dadores siendo este ultimo el que ofrece
una mejor afinidad.
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Figura 9. Comparativa de espectros 1H-RMN. De arriba a abajo; espectro con el compuesto S-dador, a
continuacion, N- dador y compuesto 4.

ANALISIS DE LAS PROPIEDADES OPTICAS

Uno de los objetivos de este trabajo residia en la sintesis de compuestos con capacidad
de poder ser utilizados en técnicas de bioimagen. Tal y como se coment6 con anterioridad,
las propiedades épticas residen basicamente en el fragmento conteniendo Re-L, ya que la
luminiscencia de estos compuestos se debe normalmente a una transicion de carga del
metal al ligando (MLCT). Para comprobar esto, se realizd el estudio de las propiedades
fotofisicas, donde se midié el espectro de absorciéon y de emisién del complejo 4 a
temperatura ambiente y en una disolucién de dimetil sulféxido. De acuerdo con estudios
fotofisicos previos realizado en compuestos analogos de renio (I)las bandas de absorciéon
intensa observadas alrededor de 285 nm han sido asignadas a las transiciones
intraligando (*IL)(m -> 1+ (derivado quelato). Por otro lado, las absorciones observadas en
torno a 368 nm se corresponden con las transiciones de transferencia de carga del metal al
ligando (*MLCT)(dm(Re) -> m+(N-N)). La Figura 10 muestra el espectro de UV-visible del
complejo 4. Como era de esperar, por espectroscopia de fluorescencia también se observo
una banda de emisién ancha con un maximo en 578 nm con un tiempo de vida media de
30 ns que se puede atribuir a un proceso de fosforescencia SMLCT. ©
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Figura 10. Espectro de absorcién y emisién del compuesto 4.

El complejo 4 es susceptible de reaccionar con compuestos N- y S- dadores, lo que
podria llevar a un cambio de sus propiedades Opticas por afectar directamente a la
estructura del ligando quelato que es el que mayormente se encuentra implicado en el
proceso de emision. Por ello se analizé su comportamiento fotofisico en presencia de dos
compuestos tipo, propilamina y octanotiol, elegidos especificamente por no tener grupos
cromoéforos que puedan enmascarar la luminiscencia del complejo 4. La Figura 11
muestra los espectros de emision del compuesto 4 una vez afiadido distintas cantidades de
los dos nucleéfilos. En ambos casos se observa un desplazamiento del maximo de emision
a altas energias 546 nm, que en el caso de la propilamina llegaria a 515 nm al saturar la
muestras, mientras con la adicciéon del octanotiol se mantiene constante a 546 nm. Ademas
también se observa que el paso del tiempo también es un factor que favorece el
incremento de intensidad de emision, para lo cual no se tiene todavia una explicacion pero
que es indicativo de la robustez del compuesto en estas condiciones, ya que si se estuviese
produciendo fragmentacion de algin ligando lo veriamos mediante la desaparicién de la
banda de emisidn.
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——Re:RSH (1:2) 579 nm —— Re:RNH (1:2)
—— Re:RSH (1:4) —— Re:RNH (1:4)
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Figura 11. Longitudes de onda a las que aparecen los maximos de emision a diferentes concentraciones
de reactivos N-, S- dadores.

ANALISIS DE PROPIEDADES BIOLOGICAS

La actividad biologia fue estudiada para la especie L y el complejo 4; para de este modo
comprobar como afecta a las propiedades bioldgicas la coordinaciéon al centro de renio.
Concretamente, se ha analizado la citotoxicidad utilizando el Test MTT, su capacidad
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mutagénica por medio del Test de Ames y por tltimo, su comportamiento como agente de
contraste valiéndose de la técnica de microscopia de fluorescencia.

Para la determinacién de la toxicidad mediante el método MTT, se sembraron en una
placa de 96 pocillos células de HeLa (adenocarcinoma de cuello de cérvix) en el medio de
cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 100 pl). Estas células se cultivaron
durante 24 horas, a 372C y en atmosfera con un 5% de CO;. A continuacion se adicion6 a
cada pocillo (con aproximadamente 15000 células HeLa) diferentes concentraciones de las
especies L y el complejo 4 (200, 100, 50, 25 y 12,5 uM), que se prepararon a partir de una
disolucién stock de 100 mM. La primera fila de la placa de 96 pocillos se reservd para ser
usada como control, al cual solo le fue afiadido 100l de medio de cultivo, sobre las células
ya cultivadas. En las filas siguientes se afiadieron 100ul de las distintas disoluciones
preparadas de los compuestos a analizar (L y complejo 4). Por dltimo, se afadié 200pul de
medio de cultivo a otra fila, en la cual no se habian sembrado células y asi se usé como
blanco. Para comprobar la citotoxicidad de nuestros compuestos, se estudi6 en la misma
placa los efectos de la doxorrubicina; un fAirmaco de la familia de las antraciclinas que es
usado como tratamiento contra el cancer desde 1970, Figura 12. 10

Ligando L1 Complejo P1 Doxorrubicina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

cont | cont |cont |cont |cont |cont |cont |cont |cont [cont |cont |cont

24h

I Mmoo |®m|>»
=i MmO 0O o>

Bla (Bla |Bla |Bla [Bla |Bla [Bla [Bla |Bla |Bla |Bla |Bla

Figura 12. Esquema de la placa de 96 pocillos usada en el Test MTT.

Tras 24 horas de cultivo, se visualizaron los distintos pocillos usando un microscopio
optico y se observa un cambio notable en la morfologia de las células a medida que
aumenta la concentraciéon de los compuestos a estudio, hecho indicativo de una posible
muerte celular. De arriba abajo y de izquierda a derecha en la Figura 13 podemos ver:
Control, donde tenemos un gran nimero de células viables; L a concentracién de 50 pM, ya
pueden observarse las primeras células que entran en procesos de muerte celular, pero
aun son visibles las células que mantienen su actividad; L en una concentraciéon de 100
1M, solo vemos las células inmersas en el proceso de apoptosis; las dos ultimas imagenes
corresponden al complejo 4, en concentraciones de 50 y 100 uM respectivamente; como
se puede observar, el nimero de células es muy inferior al que se podia ver en las otras
imagenes y todas ellas estan en plena senescencia celular.



Figura 13. Morfologia celular tras 24 horas de cultivo.

Para confirmar los hechos observados cuantitativamente, se afiadié a cada pocillo 10 pl
de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) de concentracién 5
mg/ml, se agitd la placa y se dejé incubar durante dos horas. De esta manera, todas las
células que continden siendo viables reduciran metabolicamente al MTT por medio de la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa generando un compuesto de color
purpura- azul, el formazan.

%’N enzima mitocondrial ‘%",‘t
s—’ku__n succinato- HN—n

[\ deshidrogenasa A

Br

MTT Formazan

Figural4. Reaccion que sufre el MTT.

Tras centrifugar durante 10 min, se eliminé el medio de cultivo y se adiciond a cada
pocillo 100 pl de DMSO. Por ultimo, se midieron las absorbancias a 550 nm haciendo uso
de un lector de placas, para de este modo cuantificar la viabilidad celular.

La representacion del % de proliferacion celular frente a la concentraciéon de
compuesto en cada pocillo revela el valor ICso; es decir, la concentracion necesaria que hay
que anadir del compuesto a estudio para conseguir una inhibicién celular del 50%. La cual
se calcula aplicando la expresion descrita en la Figura 15. El valor calculado de ICsp para L
20 uM, mientras que el del complejo 4 es de 17 uM; por lo que queda demostrado un ligero
aumento de la capacidad citotoéxica al producirse la coordinacion sobre el centro de Re ().
Estos valores son superiores al encontrado para la doxorrubicina, 14 pM, sugiriendo que
no tiene una actividad citotéxica tan elevada como el fairmaco comercial.
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Figura 15. Curvas de viabilidad frente a concentracién de compuesto.

A continuacion, se realizo el andlisis de las capacidades mutagénicas de los compuestos
L y 4; es decir, de producir dafio en el DNA, mediante el test de Ames. El procedimiento
general consiste en usar varias cepas de la bacteria Salmonella typhimurium alterada
genéticamente, de modo que presentan mutaciones en los genes implicados en la sintesis
de histidina (auxdtrofas en histidina). Esta mutacion es debida a un tinico nucleétido, por
lo que es facilmente reversible. El ensayo pone a prueba la capacidad del mutageno para
provocar una alteracién genética en las bacterias que permita el retorno al crecimiento en
un soporte libre de histidina. En nuestro caso, se utiliz6 como cepa la Escherichia coli WP2,
una bacteria no patégena, mutada en el gen trpE para que no pueda sintetizar triptéfano
(auxotrofas en triptéfano). Ademas, la cepa WP2 es susceptible de adquirir mutaciones ya
que es deficiente en algunos de los sistemas de reparacion de DNA propios de E. coli. Asi
pues, se considera mutageno a los compuestos que provocan la apariciéon de un nimero de
colonias 2-3 veces superior al control. Como podemos ver en la Figura 16, solo podemos
considerar como mutageno el compuesto 4, puesto que es el inico donde vemos una gran
proliferacion celular, consecuencia de su capacidad para provocar cambios en el material
genético de las bacterias.

Figura 16. Recuento del niimero de colonias. A (Control), B (compuesto L) y C (complejo 4).

Por ultimo, se realizd un experimento de colocalizacién para analizar la posible
acumulacion de los compuestos L y 4 en las células HeLa. Para ello se marcaron los
ndmeros con colorante comercial Hoechst 33342. Se sembré una placa de 6 pocillos con
células HeLa sobre un cubreobjetos; tras un periodo de incubacién, se dejé un pocillo



como control (cuyo Unico contenido era DMEM) y sobre el resto se afiadi6 4 pl de los
compuestos a estudio, de modo que la concentracién a la que se encontraban nuestros
compuestos es a 48,6 pM L y 67,3 uM el compuesto 4. Tras 24 horas se recuperaron los
cubreobjetos con ayuda de unas pinzas y se eliminé el disolvente excedente; a
continuacion, se afladid el colorante Hoechst 33342. Por su capacidad de tinciéon de DNA se
emplea para la visualizacion de nucleos excitdndolos con luz ultravioleta con una longitud
de onda cercana a los 350 nm y emitiendo fluorescencia de color azul/cian con un maximo
en las proximidades de 460 nm. Se deja incubar nuevamente durante una hora, tras este
periodo, las células son observadas a través de un microscopio de fluorescencia. La Figura
17 muestra la emision de las células incubadas con L (A), con el compuesto 4 (B utilizando
un filtro azul y C utilizando un filtro verde de emisién) y no cabe duda que en el caso del
compuesto 4 este se localiza en el mismo organulo que el tinte comercial, el ntcleo. Para
confirmar que esta es la localizacion real del compuesto 4 se realizé otro experimento de
colocalizacion esta vez utilizando un microscopio de fluorescencia confocal en el cual se
puede elegir especificamente el fluor6foro que se quiere excitar.

Figura 17. Visualizacion de nicleos celulares por microscopia de fluorescencia. A: células incubadas
con L y visualizadas con el filtro azul, B células incubadas con 4 y visualizadas con el filtro azul y C:
células incubadas con 4 y visualizadas con el filtro verde.

En este caso el experimento de colocalizacion se realiz6 utilizando células A549, células
cancerigenas de pulmén. El compuesto 4 se incubé durante 4 horas utilizando una
concentracion final préxima a la de su ICsg, 20uM, para evitar una posible muerte celular o
que esta perciba la presencia un agente externo que haga que active algin mecanismo de
proteccion. De esta forma se asegura que se puede observar el comportamiento celular del
agente de imagen. Una vez mas se utilizé como patrén interno el tinte de ntcleo (Hoechst
33342) que se excita especificamente a una longitud de onda de 405 nm y que no
interfiere con la emision del compuesto 4 ya que este se excita a 473 dando una emisién
en torno a 550 nm. La Figura 18 muestra claramente como en este caso no existe
colocalizacion de ambos fluoréforos. Mientras que el Hoechst se localiza en el nicleo (A) el
compuesto 4 entra en la célula pero no consigue penetrar en esa region, sino que se sitia
en organulos cercanos a la membrana celular (B), que se podria pensar que son la
mitocondria debido a esta disposicién y a la predisposicion de 4 por reaccionar con grupos
tioles, grupos presentes en gran concentracion en estos organulos. Otra informacién que
se deduce de este experimento es que en este caso las células en este caso se encuentran
en perfecto estado de viabilidad, ver Figura 18 (C). La discrepancia en la localizacion del
compuesto 4 entre este experimento de colocalizaciéon y el anterior, seguramente es
debida a que en el primer caso se han utilizado concentraciones demasiado elevadas (48,6
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uM Ly 67,3 uM) el compuesto 4 y tiempos de incubacién muy largos (24h frente a 4h).
Cuando esto ocurre la integridad de las membranas celulares se ve comprometida y hace
que sean mas permeables y que los compuestos tengan la posibilidad de acumularse en el
nucleo. Este hecho ha sido observado anteriormente por nuestro grupo de investigacién
con compuestos heterometalicos de Re(I)/Au(I);!! asi como por otros trabajos publicados
en relacién a complejos metalicos como agentes de visualizacion. 12-16

473 nmn

Figura 18. Visualizacion de la morfologia celular.



Parte experimental

INSTRUMENTACION Y CONDICIONES

Los espectros de 'H, 13C {!H}, incluidos los experimentos 2D-HSQC{H-C}, se han
realizado en disolucién a 298 K en un espectrémetro Bruker Advance 400 (1H, 400 MHz;
13C, 100,6 MHz). En ellos, los desplazamientos quimicos, 6 (ppm), se han asignado
utilizando como referencia los picos residuales del correspondiente disolvente deuterado:
acetona, cloroformo, acetonitrilo.

Los espectros de IR se han elaborado en estado sélido a 298 K en un espectrémetro
Perkin-Elmer Spectrum 100 FTIR en el rango 4000 - 250 cm-.

Los estudios de excitacién y emisién se realizaron en un espectrofotémetro Jobin-Yvon-
Horiba Fluorolog FL3-11, y los de absorciéon en un espectrofotometro Evolution 600
empleando cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud. En ambos casos en disolucién de
diclorometano a 298 K. Las imagenes de biodistribucion se han obtenido en un
microscopio de fluorescencia Olympus FV10-i Confocal Laser Scanning usando objetivos
x10 6 x60 e irradiando con unas longitudes de onda de excitaciéon de 405y 473 nm.

Los estudios de actividad bioldgica se realizaron en condiciones estériles en una
campana de flujo laminar. Se utiliz6é una estufa Jouan IG50 que se mantuvo a 37°Cy 5 %
de CO; para los cultivos celulares, y una centrifuga B3.11 de la misma marca. Las placas se
visualizaron en un lector de placas Bio-Tek Instrument Inc. EL800 Universal Microplate
Reader.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Para las estrategias de sintesis propuestas se han tomado como punto de partida los
siguientes reactivos comerciales: Re(CO)sCl y neocuproina.

SINTESIS DEL COMPUESTO 1 (1,10-fenatrolina-2,9-dicarbaldehido)

= SeO02 A
NS
N | Diox/ H20
Nx
M.W: 208,26 g/mol 1 MW: 236,23 g/mol

A una disolucién de neocuproina (3,452 g; 16,60 mmol) en dioxano (6,9 ml) con un
contenido en agua del 4%, se le afiade Se0: (4,572 g; 41,50 mmol), la mezcla se agita
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vigorosamente y es sometida a reflujo durante 4 horas. A medida que transcurre la
reaccion la disolucion se torna rojiza. Pasado el tiempo de reaccién, se realiza una
filtracidn en caliente, con el objetivo de eliminar el diéxido de selenio restante; a las aguas
de filtrado se les aflade éter para favorecer la precipitacién del compuesto 1.

(M=80,7%; 3,1642 g; 13,39 mmol).

1H-RMN (400 MHz, CDCl3) § 10.56 (da, J= 0.9 Hz, 2H, CHO), 8.52 (dd, ]= 8.2, 0.9 Hz, 2H, CH
(4.7)), 8.39 (d, ]= 8.2Hz, 2H, CH (3, 8)), 8.05 (s, 2H, CH (5, 6)).

SINTESIS DEL COMPUESTO 2 (2,9-bis(hidroximetil)-1,10-fenantrolina)

1 M.W: 236,23 g/mol 2 MW:240.26 g/mol

El aldehido resultante en la reacciéon anterior (446,3 mg; 1,89 mmol) se disuelve en
etanol (5 ml) y sobre esta se va afiadiendo lentamente y con agitacion NaBH,4 (146,9 mg;
3,88 mmol); el cual habia sido previamente solubilizado en etanol (3ml). La mezcla de
reaccidn se deja a reflujo durante dos horas, obteniendo una disolucién amarilla cuando la
reaccidn se ha completado. Para eliminar posibles impurezas se filtra la disolucién a través
de un filtro de pliegues. El filtrado resultante se lleva a sequedad, quedando de este modo
un s6lido amarillo apelmazado, para limpiarlo, se procede a realizar una recristalizacién
en caliente con agua; a continuacion se filtra y se seca por aspiracién a vacio.

(n=32,2%; 146,1 mg; 0.608 mmol).

1H-RMN (400 MHz, CDCls) 6, 8.27 (d, ]= 8.3 Hz, 2H, CH (4, 7)), 7.82 (s, 2H, CH (5, 6)), 7.62
(d, J= 8.3, 2H, CH (3, 8)), 5.11 (s, 4H, CH,OH).

SINTESIS DEL COMPUESTO L (2,9-bis(clorometil)-1,10-fenantrolina)

=
SOCl;
HO \N | o
N CH:Cl; 0°C
OH
2 M.W:240.26 g/mol L MW:277.15 g/mol
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La reaccion se lleva a cabo en atmosfera inerte y medio anhidro. Se disuelve el alcohol 2
(146,1 mg; 0.608 mmol) en cloruro de metileno seco (2.25 ml), se lleva la mezcla a 02C. A
continuacién, una vez que se ha alcanzado dicha temperatura, se adiciona cloruro de
tionilo (0.222 ml; 3.04 mmol) y se deja reaccionar 2 horas. Se observa asi la aparicién de
un precipitado amarillo; se le afiade hexano para favorecer la precipitacion. Se elimina el
disolvente por decantacidn y se lava el precipitado con éter. El s6lido se seca con la bomba
y se disuelve en diclorometano; esta disolucidn se neutraliza con una de NaHCO3 al 5%,
permitiendo asi la completa solubilizaciéon. Se realiza una extraccion liquido-liquido,
donde se extrae la fase organica y se anhidrifica con Na;S0s.. Filtracién a vacio y secado por
succion.

(M=71,73%; 99 mg; 0.4361 mmol).

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.34 (d, ]= 8.3 Hz, 2H, CH (4, 7)), 7.96 (d, J= 8.3 Hz, 2H, CH (3,
8)), 7.85 (s, 2H, CH (5, 6)), 5.11 (s, 4H, CH:Cl).

SINTESIS DEL COMPLEJO 4 (Fac-[ReCI(CO)3L])

Re (CO)s Cl

v

CHCl3 A

L M.W:277.15 g/mol 4 M.W:581.93 g/mol

El compuesto L (120,6 mg; 0,531 mmol) y cloruro de pentacarbonil renio (I) (192,2 mg;
0,531 mmol) se disuelven en 5 ml de cloroformo. La mezcla se refluye durante 9 horas
dando lugar a un precipitado amarillo. Este s6lido en suspensién se separa mediante
filtracién a vacio y posterior secado por succion.

(n=72,9%; 206,5 mg; 0,387 mmol).

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.98 (d, ]= 8.4 Hz, 2H, CH (4, 7)), 8.43 (d, ]= 8.4 Hz, 2H, CH (3,
8)), 8.30 (s, 2H, CH (5, 6)), 5.61 (da, 4H, CH:Cl).

13C-RMN (400 MHz, CDCl3) § 161.42 (C (2,9)), 148.98 (C (4b, 6b)), 141.79 (C (4, 7)), 131.69 (C
(4a, 6a)), 128.94 (C (5, 6)), 127.12 (C (3, 8)), 50.51 (CH:CI).

IR (solido, cm'1, v(C0)): 2018, 1884.
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Conclusiones

Este trabajo presenta la sintesis de complejo de Re (I) del tipo fac-[Re(NN)(CO)sL]
donde NN representa un derivado de fenantrolina y L es un cloruro. Ademas, se han
sintetizado los derivados de fenantrolina, 1,10-fenatrolina-2,9-dicarbaldehido (1), 2,9-
bis(hidroximetil)-1,10-fenantrolina (2) y (2,9-bis(clorometil)-1,10-fenantrolina) (L);
este ultimo, se ha empleado para formar el complejo fac-[Re (CO)3(L)Cl] (4) y se
intento obtener sin éxito, fac-[Re(CO)3(L)Py]*.

Todos los derivados de fenantrolina se han caracterizado por espectroscopia de 1H-
RMN. Excepto la especie, complejo 4 que fue caracterizada también mediante 1H, 13C-
NMR e IR. Por otra parte, también se realiz6 espectroscopia bidimensional HSQC para
asegurar las asignaciones correctas de las sefales de Hy C.

Se comprobé mediante estudios de 'H-RMN que la especie 4 es susceptible a
reaccionar con compuestos N- y S- dadores, mostrando una mayor afinidad por estos
ultimos.

Las propiedades fotofisicas del complejo 4, han sido estudiadas por espectroscopia de
fluorescencia y visible-UV. El experimento de absorciéon UV revelé que la especie
mostraba un comportamiento que estd en concordancia con el perfil de absorcién
tipico de especies de Re(I), es decir, una banda intensa en 285 nm asignada a
transiciones IL(m — T *) del ligando y una banda ancha menos intensa a 378 nm
asignada a una transiciéon IMLCT.

Por otra parte, la espectroscopia de fluorescencia mostré una banda de emisién
intensa a 578 nm, que se asocia a una transicién 3MLCT. Esta emision se desplaza a
mayores energias (546 y 515 nm) en presencia de compuestos con grupos N- y S-
dadores demostrando asi la interaccion de estos grupos con el compuesto 4.

Los estudios de citotoxicidad del compuesto 4 y el ligando L, realizados en células
HeLa muestran que ambos tienen una toxicidad parecida, siendo ligeramente superior
en el caso del compuesto 4 (ICso (4)= 17 uM, 1Cso (L)= 20 uM).

El analisis de su biodistribuscion se ha realizado por medio de experimentos de
colocalizacion utilizando un tinte comercial especifico de nicleo, Hoechst. Este estudio
sugiere que el compuesto 4 no tiene la capacidad de entrar en el nticleo y que ésta solo
se ve favorecida cuando los tiempos de incubacién y las concentraciones empleadas
son elevados. En condiciones normales, el complejo 4 se localiza en algin organulo del
citoplasma, distribuido en la periferia del nicleo. Este patron de distribucidn recuerda
mucho al que ofrecen las mitocondrias pero para su confirmacidon es necesaria la
realizacion de otros ensayos biol6gicos.
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Caracterizacion de compuestos
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1H-RMN (400 MHz, CDCls) § 10.56 (da, J= 0.9 Hz, 2H, CHO), 8.52 (dd, ]= 8.2, 0.9 Hz, 2H, CH
(4,7)), 8.39 (d, J= 8.2Hz, 2H, CH (3, 8)), 8.05 (s, 2H, CH (5, 6)).
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1H-RMN (400 MHz, CDCl5) &, 8.27 (d, J= 8.3 Hz, 2H, CH (4, 7)), 7.82 (s, 2H, CH (5, 6)), 7.62
(d, J= 8.3, 2H, CH (3, 8)), 5.11 (s, 4H, CH,OH).
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1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.34 (d, J= 8.3 Hz, 2H, CH (4, 7)), 7.96 (d, ]= 8.3 Hz, 2H, CH (3,
8)), 7.85 (s, 2H, CH (5, 6)), 5.11 (s, 4H, CH.Cl).
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1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.98 (d, = 8.4 Hz, 2H, CH (4, 7)), 8.43 (d, ]= 8.4 Hz, 2H, CH (3, 8)),
8.30 (s, 2H, CH (5, 6)), 5.61 (da, 4H, CH:CI).
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1H RMN(400 MHz, CDsCN) § 8.50 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, CH (4, 7)), 8.00 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, CH 3, 8)),
7.97 (s, 2H, CH (5, 6)), 7.29 (ad, 4H, CH (A)),, 7.08 (dd, ] = 8.5, 0.6 Hz, 4H, CH (B)), 5.02 (dd, ] =
35.8,14.6 Hz, 4H, CH.S-)), 2.24 (s, 6H, CH (C)).
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