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1.1. El cancer en la actualidad

El cancer es un término utilizado para describir un conjunto de mas de cien
enfermedades diferentes caracterizadas por el desarrollo de células anormales que se
dividen y crecen descontroladamente, y que pueden propagarse a cualquier parte del
cuerpo, dando lugar a un proceso conocido como metastasis (Figura 1.1).
Tradicionalmente, los canceres se clasifican segun el tejido del que proceden: los
carcinomas surgen de células epiteliales y representan mas del 80 % de los casos; los
sarcomas derivan del tejido conectivo o conjuntivo; los linfomas se originan a partir del
tejido linfatico, mientras que las leucemias se originan en la médula ésea. Cada categoria
contiene muchas divisiones basadas en la localizacion, el tipo especifico de células y otras

caracteristicas histologicas.?

Proliferacion

Mutacion descontrolada
— :
Célula sana Célula tumoral Carcinoma

Figura 1.1. Proceso de formacién de un carcinoma. Imagen adaptada de la bibliografia.’

Segun los datos recogidos en el Informe Mundial del Cancer 2022 de la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), se estima que,
en el afio 2022, se produjeron 20 millones de nuevos casos (incluidos los canceres de piel
no melanoma, NMSC) y 9,7 millones de muertes por cancer (incluido el NMSC). Dichas
estimaciones sugieren que uno de cada cinco hombres o mujeres desarrollara cancer a lo
largo de su vida, mientras que alrededor de uno de cada nueve hombres y una de cada
doce mujeres falleceran a causa de él.2 Cabe mencionar que en Espafia, segun los datos
ofrecidos por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), en el aino 2022 se produjeron un

total de 114828 muertes debidas al cancer.*

Del total de casos investigados, el cancer de pulmén fue el diagnosticado con
mayor frecuencia en 2022, responsable de casi 2,5 millones de nuevos casos
(representando el 12,4 % del total de casos), seguido del cancer de mama (11,6 %),
colorrectal (9,6 %), préstata (7,3 %) y estébmago (4,9 %). En 2020, el cancer de mama

supero6 al de pulmén como el mas comun en el mundo,® pero en 2022, el de pulmén volvié
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a emerger, algo que la OMS atribuye al consumo persistente de tabaco en Asia, donde se
diagnosticaron dos de cada tres casos.® Por otro lado, el cancer de pulmon también resultd
ser la principal causa de muerte por cancer (1,8 millones de muertes representando el 18,7
% del total de muertes por cancer), seguido del colorrectal (900000 muertes, 9,3 %), el de
higado (760000 muertes, 7,8 %), el de mama (670000 muertes, 6,9 %) y el de estébmago
(660000 muertes, 6,8 %) (Figura 1.2).3” Cabe sefialar que existe una distincion en cuanto
al género, pues en las mujeres, el cancer de mama es el mas diagnosticado (25 % de
casos) y una de las principales causas de muerte (16 %), mientras que, en los hombres,
el de pulmon es el que presenta mayor incidencia en la mayoria de los paises (14 % de
casos).’
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Figura 1.2. Incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas comunes a nivel mundial en 2022.
Fuente: IARC. Global Cancer Observatory. Cancer Today.”

Sobre la base de los cambios previstos en el crecimiento y el envejecimiento de la
poblacion, y suponiendo que las tasas generales de cancer se mantengan sin cambios, se
prevé que, en el afio 2050, se produciran mas de 35 millones de nuevos casos, lo que
supone un aumento de alrededor del 77 % respecto a los 20 millones estimados en 2022
(Figura 1.3). La transicion demografica es un factor clave para el aumento de la incidencia
del cancer, pues se estima que la poblacion mundial alcanzara los 9700 millones de
habitantes en 2050, en contraposicion de los 8000 millones de 2022.2 Ademas, los tipos
de cancer mas frecuentes continuaran siendo los de mama y de pulmén, con un aumento

en la incidencia de un 135y 86 %, respectivamente.
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Figura 1.3. Numero estimado de nuevos casos de cancer desde 2022 a 2050. Fuente: IARC. Global
Observatory. Cancer Tomorrow.”

Existen muchos tipos de tratamientos contra el cancer, que dependen del tipo y de
su grado de avance. Entre los enfoques clinicos mas comunes para su tratamiento se
encuentran: la cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y la

terapia dirigida con farmacos anticancerigenos.®

1.2. Quimioterapia

A principios del siglo XX, el quimico aleman Paul Ehrlich se dedic6é a desarrollar
farmacos para tratar enfermedades. Ehrlich acuid el término quimioterapia y lo definié
como el uso de sustancias quimicas para tratar enfermedades.’® Hoy dia, el término
quimioterapia se utiliza para referirse al tratamiento que emplea farmacos para detener el
crecimiento de las células cancerosas, ya sea matandolas o impidiendo su division. La
quimioterapia puede administrarse por via oral, inyeccién o sobre la piel, en funcion del

tipo y el estadio de cancer que se esté tratando. "

1.2.1 Primeros compuestos de platino

Los compuestos basados en platino constituyen un pilar fundamental en la terapia
contra el cancer, ya que se utilizan en cerca de la mitad de los pacientes que requieren

quimioterapia.'?

El cis-diamminodicloroplatino(ll) o cisplatino (CDDP) fue sintetizado en 1844 por
Michele Peryone, y llegé a conocerse como cloruro de Peryone." Sin embargo, no fue

hasta 1969 cuando Barnett Rosenberg descubrié sus propiedades antineoplasticas para
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el tratamiento del sarcoma 180 y la leucemia 1210 en ratones.'*'s En 1978, solo nueve
afios después de la publicacion que describia su actividad anticancerigena, fue aprobado
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EEUU (FDA, por sus siglas en
inglés) para el tratamiento del cancer testicular, de ovario y de vejiga, convirtiéndose en el

primer compuesto metalico aprobado para el tratamiento de dicha enfermedad.

Actualmente, el CDDP esta aprobado para el tratamiento de un amplio espectro de
tumores solidos, entre los que se encuentran el testicular, de vejiga, ovario, colorrectal,
pulmon y de cabeza y cuello.’®'” La actividad anticancerigena del CDDP se debe a
multiples mecanismos, aunque el mas aceptado involucra cuatro pasos clave:
acumulacion en el interior celular, activacion, union al ADN y procesamiento celular de
este, lo que conduce a la muerte celular.'® EI CDDP penetra en el espacio intracelular por
difusion pasiva a través de la membrana plasmatica o por transporte activo, mediado por
proteinas de membrana.’®?® Una vez en el interior, como consecuencia de la menor
concentracién de iones cloruro con respecto al plasma sanguineo, se produce la
sustituciéon de un ligando cloruro por una molécula de agua, siendo capaz de traspasar al
interior del nucleo e interaccionar con el ADN. EI CDDP se une preferentemente a la
posicion N7 de la nucleobase guanina, formando mayoritariamente aductos
intracatenarios.?! El dafio en el ADN inducido por el cisplatino provoca la detencion del
ciclo celular en la etapa G2 y la activacion de las proteinas caspasas que inducen la

apoptosis.???3

Aunque su uso sigue siendo muy extendido en terapia, este farmaco presenta
serias limitaciones. Entre ellas se encuentra su citotoxicidad, ya que afecta a los rifiones
(nefrotoxicidad), a los nervios periféricos (neurotoxicidad) y al oido interno (ototoxicidad).?*
Algunos tipos de cancer, como el colorrectal y los de pulmén o prostata, son
intrinsecamente resistentes a las terapias basadas en platino mientras que, otros tumores

originalmente sensibles, como el cancer de ovario, desarrollan quimiorresistencia.?>2%

A principios de la década de 1980, con el objetivo de reducir los efectos secundarios
del cisplatino, se desarrollaron compuestos de platino de segunda generacién. Entre ellos
destaca el cis-diammino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,O’)platino(ll), conocido como
carboplatino.?” Este presenta un modo de accion similar al cisplatino, aunque tiene menor
reactividad debido al ligando bidentado que sustituye a los aniones cloruro.?® Fue aprobado
en 1989 por la FDA para el tratamiento del cancer de ovario, en combinaciéon con
paclitaxel.?® Aunque no muestra nefrotoxicidad ni neurotoxicidad, afecta a la médula 6sea
provocando trombocitopenia?® y, ademas, la mayoria de los tumores resistentes al
cisplatino, tampoco responden a este tratamiento. Otro farmaco de segunda generacion

es el cis-diamminoglicolatoplatino(ll), conocido como nedaplatino. Este tiene un perfil de
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toxicidad mejorado en comparacién con el cisplatino, pero solo ha sido aprobado en Japén
(1995) para el tratamiento de cancer de cabeza y cuello, testiculo, pulmoén (de células

pequefias y no pequefias) y eséfago.3%3

En cuanto a los farmacos de platino de tercera generacion, los cuales se
desarrollaron para superar la resistencia a los anteriores, destaca el oxaliplatino. Este
complejo presenta en su estructura un ligando (1R,2R)-1,2-diaminociclohexano y el
oxalato como grupo saliente. Fue aprobado por la FDA en 2002 para el tratamiento del
cancer colorrectal metastasico,®' en combinacion con el 5-fluorouracilo y el acido folinico
(protocolo FOLFOX).323 Otros farmacos de tercera generacion son el heptaplatino y el
lobaplatino, aunque solo recibieron aprobacion regional. El primero se aprob6 en Corea
del Sur (1999) para el tratamiento del cancer gastrico y el segundo en China (2010) para
el tratamiento del cancer de mama metastasico, la leucemia mielégena crénica y el cancer
de pulmon de células pequenas.?' En cuanto a la toxicidad del lobaplatino, su uso redujo

la nefro-, neuro- y ototoxicidad, pero los efectos hematotdxicos resultaron significativos.

En la Figura 1.4 se resumen los compuestos de platino utilizados clinicamente,

junto al afio en que recibieron la aprobacion a nivel mundial o regional.

Cisplatino Nedaplatino Oxaliplatino
Global Japén Global
Hx
HsN_ _Cl HiN 0 ° N 0~©
’Pt“CI /Pt\ Pt
H3N H3N (@) "/ﬁ/ o) o
2

o) o)
H3N\Pt/o HO:CNHQP(O [CNHZPKO
- -N
HNT O o NH; "o NH; "o
0] @] C
Carboplatino Heptaplatino Lobaplatino

Global Corea China

Figura 1.4. Compuestos de platino utilizados clinicamente junto al afio en que recibieron la
aprobacion a nivel mundial o regional.
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1.2.2 Primeros compuestos de rutenio como agentes quimioterapéuticos

Para superar los inconvenientes de los farmacos de platino, se han explorado
nuevas estrategias. Una de ellas es el desarrollo de medicamentos basados en otros
metales diferentes al platino, ya que pueden tener mecanismos de accién y perfiles de
toxicidad distintos, ofreciendo asi ventajas sobre los regimenes terapéuticos existentes.
En este sentido, los agentes anticancerigenos de rutenio han resultado ser los candidatos

mas prometedores.*

El rutenio y el osmio son metales del bloque d y, junto al hierro, miembros del grupo
8 de la tabla periddica. A pesar de que el osmio se descubrié antes que el rutenio, su
quimica y su potencial como agente anticancerigeno se ha investigado en menor
profundidad.®® Inicialmente, los compuestos de rutenio y osmio se disefiaron para imitar el
modo de accién de los agentes de platino, lo que se vio reflejado en el disefio y preparacion
de los primeros complejos de rutenio. En 1976, Mercer y col. prepararon el compuesto fac-
[RuCls(NHs)s], el cual exhibe una actividad antibacteriana contra la Escherichia Coli
comparable a la del CDDP. Este descubrimiento produjo un incremento en el interés de los

compuestos de rutenio como alternativa terapéutica a los de platino.®

Mas tarde, en 1986, Keppler y col. sintetizaron el compuesto trans-[RuCls(HIm)_],
conocido como KP418, donde HIm representa el imidazol.>” EI KP418 muestra actividad
terapéutica contra la leucemia murina P388 y el melanoma B16, y los estudios posteriores
realizados en un modelo de carcinoma colorrectal autéctono en ratas revelaron que causa
una inhibicion del crecimiento tumoral superior al 90 %. Sin embargo, también provoca una
pérdida de peso corporal del 26 % y una mortalidad del 10 %.%"38 Para reducir los efectos
secundarios, se prepar6 el compuesto KP1019, (ImH)[trans-RuCls(HInd).] donde HIind es
indazol, el cual mantiene la eficacia con una inhibicion del 95 % del volumen del tumor, sin
ninguna mortalidad y sin pérdida de peso considerable (6 %). En 2006, el KP1019
completd un estudio preliminar de fase |, cuyos prometedores resultados demostraron que
se obtiene una estabilizacion de la enfermedad en adenocarcinoma de colon y carcinomas
de higado, endometrio y lengua.®*4° Un inconveniente de este compuesto fue su baja
solubilidad, lo que impidi6é la determinacién de la dosis maxima tolerada. Por ello, se
preparo su sal sddica, conocida como BOLD-100 (anteriormente NKP1339), que aumento
la solubilidad 30 veces y que se encuentra en la fase /Il de los ensayos clinicos.*' De los
estudios de fase | finalizados en 2016 (NCT01415297) se determind que dicho compuesto
puede controlar parcialmente tumores endocrinos y que es parcialmente activo frente al
cancer de colon.*? Recientemente, BOLD-100, en combinacién con el protocolo FOLFOX,
ha superado la fase Il de los ensayos clinicos (NCT04421820) para el tratamiento del

cancer de colon metastasico.*?
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Ademas de inspirar el desarrollo de KP1019, KP418 también tuvo una influencia
determinante en el campo de los complejos de rutenio que incorporan dimetilsulféxido
(DMSO). Esto dio lugar a la sintesis, por parte del grupo de investigacion de Sava, del
compuesto frans-[tetracloruro(7H-imidazolil)(k-S-dimetilsulféxido)rutenato(lll)], conocido
también como NAMI-A (Novel Anti-tumor Metastasis Inhibitor A). A diferencia de KP1019,
NAMI-A demostré poseer propiedades antimetastasicas, inhibiendo la metastasis en el
carcinoma de Lewis, el adenocarcinoma de mama TS/A, la leucemia P388 y el melanoma
B16.444° Este compuesto fue el primer agente anticancerigeno basado en rutenio que entro
en ensayos clinicos, finalizando la fase | en el afio 2004.¢ Los resultados de esta fase
indicaron que se produce la estabilizacién de la enfermedad en pacientes afectados por
carcinoma de pulmén de células no pequenas (NSCLC, por sus siglas en inglés).
Posteriormente, se investigd dicho compuesto en combinacion con la gemcitabina como
tratamiento de segunda linea para el NSCLC, en un estudio clinico de fase I/ll. Sin

embargo, fue descartado en 2011 porque resulté menos activo que la gemcitabina sola.*’

En la Figura 1.5 se resumen los primeros compuestos de Ru(ll) desarrollados para

el tratamiento del cancer, junto al afio en que fueron sintetizados.
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7 NH | ;
NHy [ W]
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Figura 1.5. Primeros compuestos de Ru(ll) desarrollados para el tratamiento del cancer, junto a su
fecha de preparacion.
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1.2.3 Primeros complejos semi-sandwich de Ru(ll) para el tratamiento del cancer

Los areno-complejos de Ru(ll) son compuestos organometalicos que presentan
una estructura de tipo semi-sandwich o “taburete de piano”. Su férmula general es [(n®-
areno)Ru(X)(Y)(Z2)], donde el areno representa el asiento del taburete y ocupa tres
posiciones de coordinacion, mientras que los ligandos representan las patas (Figura 1.6).
Generalmente, el uso de un ligando quelato bidentado (L=Y?Z) es ventajosa para la
actividad anticancerigena. Este tipo de estructura permite variaciones de los tres
componentes principales (X, L y el areno), por lo que es posible modular las propiedades
farmacologicas de los compuestos. El ligando bidentado contribuye a mejorar la
estabilidad de los compuestos. Por otro lado, la naturaleza del areno puede influir en la
captacién celular y en las interacciones con posibles dianas. Ademas, el grupo saliente,
que suele ser cloruro, puede ser importante para controlar el momento de activacion del

compuesto.3*48

Estabiliza el estado de oxidacion del Ru(ll). Influye en

la captacién celular e interaccion con posibles dianas

<&
|
S Ru Puede ser Iabil o no labil. Suele ser
Suele ser bidentado. Z0 N .
/ X un haldgeno y puede ser importante
Mejora la estabilidad LY
L para controlar el momento de

de los compuestos L
activacion de los compuestos.

Figura 1.6. Estructura general de los areno-compuestos de Ru(ll) de tipo semi-sandwich.3448

El inicio de la investigacion de los areno-compuestos de rutenio para tratar el
cancer se remonta a 1992, cuando Tocher y col. observaron un incremento en la
citotoxicidad del metronidazol al coordinarse a un fragmento de Ru(ll) con dos ligandos
cloruros y un ligando de benceno (Figura 1.7).%° A raiz de este descubrimiento, los grupos
de investigacion de Dyson y de Sadler fueron pioneros en el desarrollo de nuevos

compuestos de Ru(ll) con este tipo de estructura.

El grupo de investigacién liderado por Dyson ha desarrollado una serie de
compuestos denominados RAPTA. Estos se caracterizan por contener: un ligando n®-
areno, que estabiliza el estado de oxidacion del Ru(ll), un ligando monodentado PTA
(1,2,5-triaza-7-fosfaadamantano) y dos ligandos cloruro relativamente labiles (Figura 1.7).
El ligando PTA, que posee propiedades anfifilicas, confiere cierto grado de solubilidad a
los complejos RAPTA.*® Dentro de esta familia, los compuestos RAPTA-C y RAPTA-T que

presentan el p-cimeno y el tolueno como ligando né-coordinado, respectivamente, han sido

10
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los mas prometedores. Concretamente, RAPTA-C presenta propiedades antimetastasicas
y una fuerte actividad antiangiogénica, tanto in vitro como in vivo. Asimismo, dicho
complejo muestra actividad en células de carcinoma de ascitis de Ehrlich y en diferentes

tumores primarios.5'-54

Paralelamente, el grupo de investigacion de Sadler preparé los compuestos de tipo
RAED (Rutenio-Areno-EtilenDiamina). De esta familia destaca el [(n®-bip)RuCl(en)]PFs,
conocido como RM175, donde n°-bip es n®-bifenilo (Figura 1.7).%° EIl RM175 muestra una
actividad antiproliferativa comparable a la del carboplatino. En estudios realizados en
modelos de cancer de ovario in vivo (A2780 y A2780cis), este compuesto demostré que
no presenta resistencia cruzada con el cisplatino y que tiene una mejor tolerabilidad a dosis
mas altas. Sin embargo, su actividad es aproximadamente la mitad que la del CDDP. El

complejo RM175 también es activo frente al cancer de mamay el NSCLC.%
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Figura 1.7. Estructura del compuesto preparado por Tocher y col. y los compuestos RAPTA-C y
RM175,49.50.55

Recientemente, Mukherjee y col. han descrito dos nuevas series de areno-
complejos de Ru(ll) que han presentado buenas propiedades como potenciales agentes
antitumorales. Por un lado, han sintetizado compuestos de Ru(ll) con ligandos NAN
basados en mesalazina o en bases de Schiff 3-aminobenzoato eficaces contra las células
madre cancerosas (CSC, por sus siglas en inglés) del carcinoma oral de células
escamosas (OSCC). Concretamente, el compuesto basado en el éster etilico de imidazolil-
mesalazina (Figura 1.8.A) impidi6 con mayor eficacia el crecimiento de las CSC en
esferoides tridimensionales de OSCC, y es el mas eficaz en la disminucién de la expresion
de genes que controlan el estado de células madre (OCT4, SOX2, SOX9, etc.). Ademas,
dichos complejos también inducen la diferenciacion, dirigiéndose eficazmente a las CSC

y eliminandolas.®”

Por otro lado, este mismo grupo de investigacién ha preparado compuestos de
Ru(ll) con ligandos basados en metil y dimetilpirazolilbenzimidazol (Figura 1.8.B). Los
compuestos han demostrado inhibir eficazmente la fosforilacion y la translocaciéon nuclear

de NK-kB, un factor clave en la sefalizacion proinflamatoria que contribuye a la
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supervivencia celular, la proliferacion, la metastasis y la angiogénesis. Esta inhibicion
conduce a la muerte celular por apoptosis en las células de cancer de mama triple negativo
(abreviado en inglés como TNBC). Asimismo, los estudios in vivo realizados en un modelo
transgénico de pez cebra (Tg(fli1:GFP)) revelaron que los compuestos son selectivos,
pues no muestran letalidad ni defectos teratogénicos o fenotipicos en el pez, incluso al

utilizar una concentracion de 50 uM.%8
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Figura 1.8. Estructura de los areno-complejos de Ru(ll) preparados por Mukherjee y col. A) con un
ligando basado en mesalazina®’; y B) con un ligando basado en metilpirazolilbenzimidazol.%®

1.2.4 Compuestos semi-sandwich de Os(ll) para quimioterapia

El descubrimiento de las propiedades anticancerigenas que presentaban algunos
compuestos de rutenio propicid el desarrollo e investigacion de sus analogos en osmio.
Previo a esto, existia un rechazo hacia la utilizacién de compuestos de osmio como
farmacos debido a la toxicidad del tetradxido de osmio. No obstante, tras realizar diversos
estudios, se comprobo que estos poseen prometedoras propiedades anticancerigenas.*®
Los primeros compuestos de osmio en estudiarse fueron los analogos de rutenio RAPTA-
C (2005),° RM175 (2006)8" y NAMI-A (2007).52

Entre los areno-complejos de Os(ll) que han suscitado interés destaca el
sintetizado por Sadler y col., denominado como FY26. Este complejo se caracteriza por
incorporar como ligando N*N la fenilazopiridina con un sustituyente p-dimetilamino, el
yoduro como ligando monodentado, y el p-cimeno como n-areno (Figura 1.9). Este
compuesto, que es inerte frente a la hidrélisis, es marcadamente mas potente que el CDDP
y que su analogo de rutenio en diversas lineas celulares. De hecho, presenta citotoxicidad
en el rango nanomolar frente al cancer de ovario resistente al cisplatino (A2780cis), pulmén
(A549), mama (MCF-7), colon (HCT-116), préstata (PC-3) y vejiga (RT-112). EI FY26 puede
ser activado cataliticamente por el glutation celular, y provoca un aumento significativo del
nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) intracelulares en
células cancerosas.®® Estudios recientes demostraron que la generacion de ROS es
selectiva hacia las células cancerosas, en comparacién con fibroblastos de ovario no

cancerosos, asi como in vivo en peces cebra.?* En el afio 2020, también se llevaron a cabo
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estudios in vivo en ratones para determinar la farmacocinética y tolerabilidad del FY26

frente al cancer hepatico.®®

Y
L

| |
Figura 1.9. Estructura del compuesto FY26 sintetizado por Sadler y co

N

|63

Otro ejemplo destacable fue descrito por Brabec y col. (Figura 1.10), el cual
presenta batofenantrolina como ligando bidentado N”N, dicloroacetato como ligando
monodentado, y p-cimeno como né-areno. Dicho complejo es citotdxico frente a un panel
de lineas celulares tumorales, incluida las de TNBC. Ademas, se observé que tanto el
compuesto de Os(Il) como su analogo de Ru(ll) poseen propiedades antimetastasicas en
TNBC, y ofros estudios mecanisticos revelaron que la oncosis parece ser su modo
predominante de muerte celular.’® Posteriormente, demostraron que el compuesto de
Os(Il) presenta una actividad citotéxica contra las CSC del cancer de mama humano, que
es superior a la de la salinomicina, un agente terapéutico tradicionalmente empleado

contra las CSC.%"

Figura 1.10. Areno-complejo de Os(Il) preparado por Brabec y col.®®

Por otro lado, nuestro grupo de investigaciéon ha preparado compuestos de Os(ll)
con estequiometria [Os(n8-p-cimeno)(C*N)X]**, donde el ligando C*N es 2-fenilpiridina o
4-(2-piridin)benzaldehido y el ligando monodentado (X) es cloruro, piridina o
dimetilaminopiridina (Figura 1.11). El compuesto mas activo de la serie es el que presenta
el 4-(2-piridin)benzaldehido como C”N, y la dimetilaminopiridina como ligando
monodentado. Los estudios in vivo en el nematodo Caenorhabiditis elegans (cepa JK1466)
demostraron que dicho compuesto reduce un 19 % el tamafo del tumor de ovario y que,

en el rango de concentracion utilizado, aumenta su esperanza de vida en un 17 %.%
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Figura 1.11. Compuestos de osmio con ligandos C”N preparados por nuestro grupo de
investigacion.®®

1.2.5 Complejos octaédricos ciclometalados de Ru(ll) y Os(ll) para quimioterapia.

Los compuestos ciclometalados son complejos metalicos que contienen un
metalaciclo en el que, al menos, uno de los atomos dadores es un atomo de carbono sp?
o sp°. En las ultimas décadas, los compuestos de Ru(ll) ciclometalados se han estudiado
ampliamente en contextos biologicos. Estos suelen mostrar una mayor citotoxicidad frente
a las células cancerosas en comparacion con sus analogos no ciclometalados, lo que se
atribuye a su mayor lipofilia, mayor captacion celular y menor potencial redox Ru(l1)/Ru(ll).
Esta ultima caracteristica provoca interacciones citotoxicas con proteinas como las de las
enzimas oxido-reductasas.®®"" Asimismo, estos compuestos presentan una serie de
ventajas para utilizarse como fotosensibilizadores en terapia fotodinamica, lo cual se

detallara en el siguiente apartado.

Un ejemplo reciente de este tipo de compuestos se ilustra en la Figura 1.12. Fue
descrito por Pan, Chao y col. y contiene los ligandos 1,10-fenantrolina y dipirido[3,2-a:2’-
3’-c]fenazina (dppz) como ligandos auxiliares N*N, y la 7,8-benzoquinolina como ligando
ciclometalado. Este compuesto se autoensambla en el medio acuoso y resulta eficaz para
eliminar las células cancerosas resistentes a multiples farmacos. Ademas, inhibe la
respiracion mitocondrial y la glucélisis de oxigeno en las células MDA-MB-231/Adr, asi
como aumenta el nivel de ROS y los dafios en el ADN provocando la muerte celular por
apoptosis. Los resultados in vivo, llevados a cabo en ratones xenoinjertados con células
MDA-MB-231/Adr, revelaron que presenta un perfil de bioseguridad favorable, y que

resulta eficaz para inhibir la proliferacién de tumores resistentes a la doxorrubicina.’
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Figura 1.12. Compuesto ciclometalado de Ru(ll) preparado por Pan, Chao y col.”?

Por su parte, Chao y col. han descrito un complejo ciclometalado de Ru(ll) (Figura
1.13) que se localiza en el nucleo y las mitocondrias, y provoca dafos en el ADN. Los
estudios in vitro e in vivo confirmaron que la oncosis inducida provoca un aumento de los
factores inflamatorios periféricos, lo que puede hacer que los macréfagos asociados a
tumores activen la inmunidad innata. Ademas, los patrones asociados a los dafos en las
células tumorales estimulan la maduraciéon de las células dendriticas, activando asi una
respuesta inmunitaria adaptiva impulsada por las células T. Asi, estos compuestos inician
la via asociada a oncosis y combinan la inmunoterapia antitumoral innata y adaptiva,

siendo este el primer ejemplo de ello.”®

Figura 1.13. Compuesto de rutenio preparado por Chao y col. que induce la oncosis combinada
con la inmunoterapia tumoral.”®

En cuanto a los complejos octaédricos ciclometalados de Os(Il), son pocos los
ejemplos descritos en la bibliografia™ y, menos aun, los que detallan su aplicabilidad para
el tratamiento del cancer. Los ejemplos mas destacados fueron preparados por Gaiddon y
col. e incluyen fenilpiridina y una o dos fenantrolinas como ligandos N*N auxiliares (Figura
1.14). Los complejos de osmio resultaron mas activos que sus analogos de rutenio en la
linea celular de cancer de colon (HCT116), tanto in vitro como in vivo. Los estudios

mecanisticos revelaron que pueden inducir tanto la detencion del ciclo celular en la fase
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G0/G1, como la apoptosis. Ademas, al igual que los compuestos de rutenio, los de osmio

inducen la via de estrés del reticulo endoplasmatico (RE).”®

Figura 1.14. Compuesto ciclometalado de Os(ll) sinterizado por Gaiddon y col.

Finalmente, cabe mencionar que también existen numerosos compuestos de
rutenio de tipo polipiridilo y estequiometria [Ru(N*N)(N'*N’)2]?* como potenciales agentes
anticancerigenos. Sin embargo, por su importancia y aplicabilidad en terapia fotodinamica,

se detallaran en el proximo apartado.
1.3. Terapia fotodinamica

A pesar de los logros alcanzados mediante la quimioterapia en el tratamiento del
cancer, los efectos secundarios asociados a ciertos tratamientos, junto al creciente numero
de resistencias a farmacos, recaidas y tumores metastasicos, han incrementado la
busqueda de nuevas modalidades de tratamiento terapéutico.”® En este sentido, la terapia
fotodinamica (PDT, por sus siglas en inglés) surge como una técnica alternativa o
complementaria a la quimioterapia. Desde la antiguedad, la luz se ha empleado en el
tratamiento de diversas enfermedades. Niels Finsen descubrié que la luz de una lampara
de arco de carbon podria utilizarse para tratar el lupus vulgaris, hallazgo por el que fue
galardonado como premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1903. En 1900, Rabb,
Tappeiner y col. describieron, por primera vez, la muerte celular inducida por la interaccién
de la luz con sustancias quimicas. En 1904, Tappeiner y Jodlbauer identificaron el oxigeno
como componente necesario en las reacciones de fotosensibilizacion y, en 1907,
introdujeron el término “accién fotodinamica”.”” Asi, la PDT se estableci6 como método

hace mas de 100 afnos.

Por lo tanto, la PDT es un enfoque de tratamiento fotoquimico que implica una
combinacion de la luz y una sustancia quimica activada por la misma, denominada
fotosensibilizador (PS, por sus siglas en inglés). Cada uno de estos elementos por si solo
no promueve una respuesta bioldgica. Sin embargo, tras la irradiacién del PS se generan

ROS que poseen propiedades citotdxicas.”®
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En el ambito clinico, los PSs suelen administrarse mediante aplicacién topica o
intravenosa. En el segundo caso, el PS se distribuye de manera no especifica a través del
organismo. Tras un periodo de incubacién, la region afectada se expone a una luz con una
longitud de onda determinada, provocando la activacion del PS y la consiguiente
generacion de ROS citotoxicas, que inducen la muerte de las células cancerosas (Figura
1.15). Cabe resaltar que este efecto se manifiesta exclusivamente en el tejido expuesto a

la radiacién, permitiendo asi un método terapéutico altamente selectivo y preciso.’®#

Tiempo de
|ncubaC|on
— —

Adm1n|stra0|on Dlstrlbu0|on no Locahzamon en Irradiacion PDT
especifica el tumor (ideal)

.Tumor Fotosensibilizador

Figura 1.15. Representacion de la terapia fotodinamica en clinica. Imagen adaptada.”®

En cuanto al mecanismo fotoquimico de la PDT (Figura 1.16), cuando se irradia el
PS, la absorcién de un fotén provoca la excitacién del estado singlete fundamental (So) al
estado singlete excitado (S1). Posteriormente, puede regresar al estado fundamental
emitiendo luz por fluorescencia, o experimentar un cruce entre sistemas (ISC, por sus
siglas en inglés) hacia el estado triplete excitado (T+1). Como esta transicion esta prohibida
por la regla del espin, el estado triplete tiene una vida relativamente larga (microsegundos).
Asi, el PS puede volver al estado fundamental emitiendo luz por fosforescencia o, gracias
a su tiempo de vida mas largo, interactuar con el entorno biolégico mediante dos tipos de
mecanismos. En el mecanismo de tipo |, se produce la transferencia de un protén o un
electrébn que provocan la oxidacion de biomoléculas o del agua para generar ROS.
Mientras que, en el mecanismo de tipo Il, la energia se transfiere al oxigeno molecular

(302) para formar oxigeno singlete ('0.), altamente citotoxico.”®8

Por lo tanto, en los sistemas con alto contenido de oxigeno predominan las
reacciones de tipo I, mientras que, cuando la cantidad de oxigeno es baja, el mecanismo
de tipo | se ve favorecido. No obstante, las reacciones de tipo | y de tipo Il pueden
producirse simultdneamente, y la proporcién entre ellas dependera de la fotoquimica y
fotofisica del PS, de la disponibilidad de sustratos moleculares y de la concentracion de

oxigeno molecular.82
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Biomoléculas
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Figura 1.16. Diagrama de Jablonski simplificado con los mecanismos de generacion de ROS en
PDT. Imagen adaptada.”®

Por otro lado, un buen PS debe poseer una serie de caracteristicas, tales como
permanecer inactivo en la oscuridad y activarse al ser irradiado con una longitud de onda
determinada.?’ El indice fototerapéutico (Pl) es el parametro que determina la relacién
entre la citotoxicidad en ausencia y presencia de luz, y cuanto mayor sea su valor, mayor
sera el potencial del agente fotosensibilizador para utilizarse en PDT. Asimismo, un PS
ideal deberia acumularse preferentemente en el tejido tumoral y ser eliminado rapidamente
del tejido sano, lo cual maximiza la selectividad y eficacia del tratamiento y reduce los
efectos colaterales adversos.””#85 Otras propiedades deseables en un PS incluyen:
solubilidad en medios acuosos, excelente biocompatibilidad, alta fotoestabilidad y tiempos
de vida largos del estado excitado, permitiendo asi la interaccién con el oxigeno molecular
u otras biomoléculas.®®” Por otra parte, es importante que exhiba absorcion dentro del
rango de la ventana fototerapéutica, comprendida entre 600 y 900 nm. La longitud de onda
utilizada determina la profundidad de penetracién en los tejidos, en virtud de las
propiedades de absorcién de sus constituyentes (Figura 1.17). De esta forma, las
longitudes de onda azul y verde tienen una penetracion limitada en el tejido debido a los
efectos de dispersién de luz y a la absorcion de los cromdéforos biolégicos, mientras que
las longitudes de onda del rojo o infrarrojo cercano (600-900 nm) ofrecen una penetracion
significativamente mayor, facilitando el tratamiento de tumores profundos o de gran
tamafo. No obstante, a pesar de la penetracion de luz en el tejido, la longitud de onda
utiizada debe responder a las caracteristicas especificas del tejido tumoral y a la

profundidad del tumor en cuestion.”6:88
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Figura 1.17. Profundidad de penetraciéon de la luz de diferentes longitudes de onda en el tejido
cutaneo. Imagen adaptada.®

A pesar de las ventajas que ofrece la PDT, actualmente se emplea unicamente en
el tratamiento de canceres superficiales, en neoplasias de facil acceso mediante
endoscopios o fibras opticas, 0 como coadyuvante en los procedimientos quirdrgicos de
lesiones primarias.®® Una de las razones por las que la PDT no se ha convertido en una
modalidad de uso generalizado radica en que no puede aplicarse a canceres metastasicos
avanzados o diseminados, ya que la irradiacion de todo el cuerpo humano resulta una
tarea complicada con las tecnologias actuales disponibles. Ademas, la PDT presenta
limitaciones en el tratamiento de tumores solidos y voluminosos, puesto que estos
contienen amplias subregiones con una concentracién de oxigeno que oscila entre el 1y
el 2 %, lo que se conoce como hipoxia (Figura 1.18).8% Las células hipoxicas suelen ser
resistentes a la quimioterapia. En el caso de la PDT, la hipoxia representa una limitacion

importante debido a la falta de oxigeno disponible para el proceso de fotosensibilizacion.

Con el fin de generar fototoxicidad a pesar de la hipoxia, se han desarrollado
diversas estrategias, como la oxigenacion hiperbarica del tejido tumoral o el suministro de
oxigeno a través de nanoparticulas o perfluorocarbono.”® Por otro lado, la quimioterapia
fotoactivada (PACT, por sus siglas en inglés) emerge como una alternativa prometedora a
la PDT, ya que su mecanismo es independiente de la concentracion de oxigeno. La PACT
se fundamenta en un profarmaco que permanece inactivo en la oscuridad y que, al ser
irradiado, se fragmenta generando las especies citotdxicas de manera controlada.®® En el
caso de la PDT, la investigacion continta centrandose en el desarrollo de nuevos PS que

puedan superar la limitacién de la hipoxia.
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Figura 1.18. Regiones hipdxicas de un tumor. Imagen adaptada de la bibliografia.®’
1.3.1. Primeros fotosensibilizadores en terapia fotodinamica

La mayoria de los PSs aprobados para el tratamiento del cancer son porfirinas,
compuestos que se estructuran en torno a un nucleo tetrapirrélico interconectado,
caracteristicamente hidrofobico.®? La principal ventaja de estos compuestos radica en su
elevado rendimiento cuantico para la produccién de ROS. No obstante, presentan
limitaciones significativas como: una baja absorcién espectral en el IR o NIR, una
selectividad limitada hacia las células tumorales y una baja estabilidad fotoquimica.®? Estas
porfirinas constituyen la primera generacion de PSs, e incluyen el derivado de la
hematoporfirina (HpD) y su forma purificada, la Fotofrina® (Figura 1.19). La Fotofrina®
representa el primer PS utilizado clinicamente y fue aprobado en 1993 en Canada para el
tratamiento del cancer de vejiga.®° Actualmente, se utiliza a nivel mundial para el
tratamiento del cancer de esdfago, endobronquial y pulmén.”® Ambos compuestos
absorben luz alrededor de 630 nm y muestran un rendimiento cuantico de produccion de

oxigeno singlete elevado.®®
Na0,C(H,C), R R

N302C(H2C)2

(CH2)2C02N3

R NaO,C(H2C)2 (CH2)CO2Na

R= HO—HC< ylo —B=cH,
Figura 1.19. Estructura general de la Fotofrina®.8
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Los avances en la PDT propiciaron el desarrollo de la segunda generacion de PS,
qgue se desarrollaron para superar los inconvenientes de la primera generacion y entre los
que se incluyen estructuras modificadas de las porfirinas, como las ftalocianinas® y las
clorinas. Un ejemplo de PS a base de clorina es la temoporfina (m-THPC, Figura 1.20),
comercializada como Foscan® y aprobada en la Union Europea (UE) para tratar el cancer
de células escamosas de cabeza y cuello. El acido 5-aminolevulinico (5-ALA, Figura 1.20),
que se convierte en protoporfirina IX (PplX, Figura 1.20) al metabolizarse, es otro PS
significativo de esta generacién. La PplX, un precursor natural para la sintesis de grupos
hemo, se acumula preferentemente en células tumorales debido a su mayor dependencia

de la glucolisis para la produccion de energia (efecto Warburg).%
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Figura 1.20. Estructura general de fotosensibilizadores de segunda generacion.

Para superar algunas limitaciones de los PS utilizados en clinica, la investigacion
se centr6 en la incorporacion de un ion metalico en la estructura tetrapirrélica, como Sn(IV)
(Purlitina), Pd(Il) (TOOKAD® soluble) y Lu(lll) (Lutrin®) (Figura 1.21).°5% Los metales
pueden estabilizar la molécula y mejorar su estabilidad fotoquimica. Adicionalmente, los
atomos pesados pueden influir positivamente en la eficiencia del cruce entre sistemas vy,
por tanto, mejorar la capacidad para generar ROS. En este sentido, destaca el complejo
de paladio TOOKAD® soluble (Padelipofina/WST11), que ha sido aprobado para el
tratamiento del cancer de prostata en Israel, México y la UE.”®°” El TOOKAD® presenta
absorcion a 763 nm siendo la penetracién de la luz en el tejido 2-3 veces mayor que en el
tratamiento con la Fotofrina®. Asimismo, es importante subrayar que el TOOKAD®, a
diferencia de la mayoria de los PS utilizados clinicamente, actia a través de un mecanismo

tipo 1.9598
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Purlitina® Lutrin® Padeliporfina/WST11
TOOKAD® soluble

Figura 1.21. Estructura general de fotosensibilizadores que incorporan un ion metalico en su
estructura.

Ademas de las estructuras de porfirina que contienen metales, se han investigado
o se estan investigando actualmente otros tipos de complejos metalicos que contienen
Pt(ll), Pt(1V), Os(ll), Re(l), Ru(ll) o Ir(lll), cuyas propiedades y ejemplos caracteristicos se

detallan a continuacion.
1.3.2. Compuestos de rutenio en terapia fotodinamica

Como se ha recogido en los apartados anteriores, los compuestos de rutenio no
solo despertaron el interés como agentes quimioterapéuticos, sino también como
prometedores agentes fotosensibilizadores en PDT. De hecho, el Ru(ll) ha sido el metal
mas estudiado en PDT, y mas concretamente, lo han sido los complejos polipiridilo de
Ru(ll) con estequiometria [Ru(N”~N).N'AN']?>*.® Estos compuestos se caracterizan por un
gran desplazamiento de Stokes, lo cual minimiza la interferencia entre la excitacion y la
emision. Ademas, poseen elevada solubilidad en agua, en comparacion con las porfirinas
o las ftalocianinas, y exhiben un rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete
alto, crucial para un buen PS en la PDT de tipo Il. Asimismo, presentan una gran
estabilidad quimica y fotoquimica, muestran largos tiempos de vida media del estado
triplete excitado (3MLCT) tras la exposicion a luz visible, y la eleccion de los ligandos

auxiliares brinda la posibilidad de modular sus propiedades fotofisicas y bioldgicas.8':99100

El ejemplo mas destacado de este tipo de compuestos es el TLD1433 preparado
por McFarland y col. (Figura 1.22), el cual se encuentra actualmente en la fase Il de
ensayos clinicos para el tratamiento del cancer de vejiga no musculo-invasivo
(NCT03945162). La estructura del compuesto se caracteriza por la presencia de un
ligando imidazo[4,5-f]-1,10-fenantrolina modificado mediante la sustitucion con tres anillos

de tiofeno (IP-3T). Este ligando origina en el compuesto unos estados triplete excitados
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(IL y 3ILCT) con elevados tiempos de vida, lo que conduce a una generacion de ROS muy

eficiente, tanto a través de un mecanismo de tipo | como de tipo II. 87:101.102
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Figura 1.22. Estructura del compuesto TLD1433 sintetizado por McFarland y col."0?

El éxito del TLD1433 estimuld la investigacion de nuevos compuestos de Ru(ll)
para ser estudiados como PS. En este sentido, el grupo de investigacion de Gasser
preparoé nuevos compuestos de Ru(ll) que muestran rendimientos cuanticos de oxigeno
singlete prometedores y exhiben excelentes propiedades fotosensibilizantes frente a dos
lineas celulares de cancer de colon (CT26 y HT29), siguiendo un mecanismo que involucra
la interrupcibn de la respiracion mitocondrial. Concretamente, el compuesto
[Ru(dppn)2phen](PF¢). (Figura 1.23) destaca por sus elevados valores de Pl en células
CT26 con luz verde (A= 540 nm, Pl= 1666), luz naranja (A= 595 nm, Pl= 53) y luz roja (A=
620 nm, PI= 133).103
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Figura 1.23. Estructura del compuesto preparado por Gasser y col.'®

Por otro lado, Zhao y col. publicaron recientemente nuevos compuestos

heterolépticos de Ru(ll), los cuales incorporan bases de Schiff (analogos de la iminopiridina
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y iminoquinolina, Figura 1.24) con el propodsito de desplazar la absorcién al rojo. La
sustitucién de un ligando de bipiridina por la benzo[i]dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazina (dppn)
como ligando auxiliar permite alcanzar estados excitados intraligando (°IL) de larga
duracion y valores significativos de fotocitotoxicidad tras la irradiacion con luz.
Consecuentemente, estos compuestos exhiben valores de Pl comprendidos entre 200 y
750 en las lineas celulares de cancer de pulmon (A549) y de higado (HepG2), tras la

irradiacion con luz roja (A= 650 nm).%

Figura 1.24. Compuestos preparados por Zhao y col. con ligandos dppn.'®

Como se ha expuesto anteriormente, los compuestos de Ru(ll) que incorporan un
ligando ciclometalado se caracterizan por su elevada lipofilia.”" Asimismo, la
ciclometalacion contribuye a la disminucion de la energia del estado triplete de
transferencia de carga metal-ligando (*MLCT) y a la disminucion del tiempo de vida del
estado excitado de estos compuestos.'®® No obstante, el desplazamiento observado en la
banda de absorcién MLCT del compuesto ciclometalado, en comparacién con su analogo
polipiridilo, los convierte en prometedores PS en PDT pues, tal y como se ha sefialado
anteriormente, un PS ideal deberia presentar absorcion dentro del rango de la ventana

fototerapéutica.”’-1%%

Aunque hasta la fecha se han descrito pocos fotosensibilizadores ciclometalados
de rutenio, existen algunos ejemplos que han mostrado excelentes resultados. En este
sentido, destacan dos series de compuestos preparados por McFarland y col. que
resultaron eficaces como PS en el rango de luz visible. Por un lado, investigaron la
influencia del aumento de conjugacién 1 en el ligando ciclometalado y observaron que el
compuesto con mayor conjugacion, es decir, el 4,9,16-triazadibenzo[a,c]naftaceno (pbpn)
como C”N (Figura 1.25.A), alcanza un valor de PI superior a 1400 en la linea SK-MEL-28

y mayor de 410 en la linea HL60, tras la irradiacion con luz visible (A= 400-700 nm)."% Por
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otro lado, prepararon compuestos de estructura similar al TLD1433, pero con un ligando
C2N 1r-extendido derivado de la benzo[h]imidazo[4,5-flquinolona con grupos tienilo. El mas
activo contiene cuatro grupos tienilo en su estructura (Figura 1.25.B) y exhibe un valor de

PI superior a 267 con luz visible y mayor de 25 con luz roja.'®”

Figura 1.25. Estructuras de los compuestos preparados por McFarland y col.: A) con un ligando
pbpn; B) con un ligando derivado de la benzo[h]imidazo[4,5-flquinolona. 106107

Uno de los ejemplos mas recientes y fototéxicos ha sido descrito por Gasser y col.,
cuya férmula es [Ru(appy)(bphen);]PFs, donde appy es 4-amino-2-fenilpiridina y bphen es
la batofenantrolina (Figura 1.26). Este compuesto presenta absorcién hasta 725 nm, y los
experimentos in vitro en la linea de adenocarcinoma de colon de raton (CT-26) revelaron
gue no es toxico en la oscuridad, pero que presenta una elevada fototoxicidad, con valores
de Pl mayores de 370 y de 150 al ser irradiados con luz de 670 nm y 740 nm,
respectivamente. Este compuesto representa uno de los primeros ejemplos de rutenio
como PS en el rango del NIR, sin utilizar absorcién de dos fotones ni conjugarlo con

fluoréforos absorbentes en el rojo, como BODIPYs o porfirinas. %

Figura 1.26. Estructura del compuesto preparado por Gasser y col.'®®
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1.3.3. Compuestos de iridio en terapia fotodinamica

Ademas de los compuestos de rutenio, los de iridio de tipo [Ir(C*N)2(N*N)]* han
sido ampliamente estudiados como PS debido a sus excelentes propiedades fotofisicas y
fotoquimicas, que son similares a las que presentan los complejos polipiridilo de Ru(ll) con
tres ligandos N”N: grandes desplazamientos de Stokes, largos tiempos de vida de
fosforescencia, alta estabilidad quimica y fotoquimica y, ademas, sus propiedades pueden
ajustarse modificando los ligandos que presentan.'® En este sentido, nuestro grupo de
investigacion ha desarrollado una serie de prometedores agentes fotosensibilizadores con
ligandos derivados del benzimidazol. Los compuestos no son toxicos en la oscuridad y
exhiben una elevada fototoxicidad bajo la exposicién a la luz azul, tanto en condiciones de
normoxia como de hipoxia. El compuesto mas prometedor de esta serie se ilustra en la
Figura 1.27. En particular, este compuesto no sélo ostenta el valor de Pl mas alto, sino
que también representa el primer complejo de iridio que se dirige selectivamente hacia las

CSC, con potencial para inducir la muerte celular inmunogénica en ellas.'®®

CF3

CF3

Figura 1.27. Estructura del compuesto de Ir(lll) preparado por nuestro grupo de investigacién.'%®

Recientemente, Chao y col. han preparado compuestos de Ir(lll) funcionalizados
con 1-metil-4-fenilpiridinio (Figura 1.28). El derivado mas prometedor se estudio en
profundidad contra células de melanoma maligno humano. Se encontrd que este complejo
organometalico se acumula selectivamente en las mitocondrias de las células cancerosas,
produciendo una mezcla de oxigeno singlete y aniones superoxido tras la irradiacion con
dos fotones a 720 nm. La generacion del estrés oxidativo lleva a la interrupcion de la

cadena respiratoria mitocondrial y, por lo tanto, a la alteracion de las fosforilaciones

26



Capitulo 1

oxidativas mitocondriales y los metabolismos de la glucdlisis, desencadenando la muerte

celular mediante la combinacion de la muerte celular inmunogénica y la ferritinofagia.''0

Figura 1.28. Estructura del compuesto preparado por Chao y col.'10

Finalmente, el grupo de investigacion de Gimeno, ha preparado recientemente
compuestos de iridio con ligandos derivados de pirazolilo que presentan una doble
funcionalidad, es decir, sirven como eficaces agentes quimioterapéuticos vy
fotosensibilizadores (Figura 1.29). Por un lado, las células A549 demostraron una mayor
sensibilidad al tratamiento fototerapéutico, mientras que las células 4T1-luc2 mostraron
una mejor respuesta al tratamiento quimioterapéutico. Ademas, los resultados in vivo

revelaron una toxicidad minima y una eficacia notable frente a las células 4T1-luc2."

MeO [e) MeO O

MeO 0 MeO o

Figura 1.29. Compuestos preparados por Gimeno y col.'"
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1.3.4. Nanotransportadores y sistemas de autoentrega de farmacos

Uno de los principales desafios asociados con el uso de metalofarmacos radica en
su limitada capacidad de acumulacién en los tumores y su rapida eliminacion del
organismo.'"? En consecuencia, la acumulacién y liberacion controlada de dichos farmacos
ha suscitado un interés considerable en las ultimas décadas, con el fin de mejorar su
eficacia terapéutica.’"®'"* En este contexto, los nanosistemas se han propuesto como
portadores eficientes para incrementar la concentracién de metalofarmacos en las células
tumorales. Entre los enfoques mas comunes se encuentran las estructuras

metaloorganicas, " liposomas, """ micelas''® o nanocapsulas.®

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha desarrollado nanocapsulas
hibridas de poliuretano-poliurea (NC) que contienen un conjugado de Ir(lll) y ftalocianina
de cinc (ZnPc). El estudio de acumulacién realizado por microscopia confocal demostré
que el complejo encapsulado (Ir-ZnPc-NC) entra en el interior de células HelLa, mientras
que el no encapsulado (Ir-ZnPc) permanece en el medio extracelular, lo que podria
atribuirse a la escasa solubilidad acuosa de los compuestos. EI complejo Ir-ZnPc-NC
(Figura 1.30) exhibe una alta fototoxicidad en células HelLa, tanto en condiciones de
normoxia como de hipoxia, cuando se irradia con luz roja, alcanzando indices de
fototoxicidad superiores a 83,3 y 90,9, respectivamente. Ademas, los estudios llevados a
cabo con modelos celulares 3D confirmaron los efectos antitumorales de la especie
encapsulada tras la exposicion a la luz roja, demostrando asi su potencial para tratar

tumores hipdxicos profundamente arraigados.'?°
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Figura 1.30. Estructura general del compuesto de Ir(lll) conjugado a una ftalocianina de cinc (Ir-
ZnPc) y su nanocapsula (Ir-ZnPc-NC).120
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1.4. Objetivos

Considerando los antecedentes previamente expuestos, la presente Tesis Doctoral
tiene como objetivo explorar el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos para
quimioterapia y terapia fotodinamica. Los objetivos generales de esta tesis abarcan el
disefo racional y la sintesis de los compuestos, su caracterizacién, la determinacién de
sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas, el estudio de sus propiedades bioldgicas frente
a células cancerosas, asi como la identificacion y el estudio del mecanismo de accion de

los mejores candidatos.

El trabajo se estructura en 7 capitulos, que incluyen la introduccién (Cap. 1) y las
conclusiones (Cap. 7). A continuacién, se muestran los objetivos especificos del resto de

los capitulos:

e Capitulo 2. Se abordara la sintesis y caracterizacion de complejos de Os(ll) de tipo
semi-sandwich con un ligando quelato N*N derivado de 2-(1-aril)-1,2,3-triazol-4-
ilbenzotiazol. En el ligando N*N se incorporaran sustituyentes electrodadores o
electroaceptores para modular sus propiedades quimicas y biolégicas. Se
investigara el comportamiento y la estabilidad de los nuevos compuestos en medio
acuoso, asi como su interaccién con la seroalbumina. Finalmente, se evaluara el
potencial de los nuevos agentes en quimioterapia frente a células madre
cancerosas.

e Capitulo 3. Se desarrollaran nuevos compuestos octaédricos ciclometalados de
Os(Il) de estequiometria [Os(N*N)2(C*N)](OTf) donde N”N representa la bipiridina
o la dpq y donde C”N es un ligando basado en 2-arilbenzimidazol. Se investigaran
sus propiedades de absorcién y su estabilidad en medios acuosos, asi como la
interaccion de los mismos con la HSA. Finalmente, se evaluaran sus propiedades
biolégicas en un panel de lineas celulares cancerosas y se analizara el mecanismo
de accion de los candidatos mas prometedores.

e Capitulo 4. Se desarrollaran complejos octaédricos de Ru(ll) de estequiometria
[Ru(N”~N)2(CAN)]OTf, analogos de los descritos en el Capitulo 3. Se estudiaran sus
propiedades de absorcion, asi como se llevaran a cabo estudios de estabilidad en
medios acuosos. Asimismo, se evaluara la interaccion de estos complejos con la
HSA y se investigara la generacion de especies reactivas de oxigeno, tales como
oxigeno singlete y radicales hidroxilo, bajo irradiacién con luz verde. Finalmente,
se explorara el potencial de los compuestos como agentes fotosensibilizadores en
PDT utilizando luz verde en un panel de lineas celulares, y se analizara el

mecanismo de accidn del mejor candidato de la serie.
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e Capitulo 5. Se sintetizaran y caracterizaran nuevos compuestos de Ir(lll) de
estequiometria [Ir(C*N)2(NAN)]OTf, donde C*N representa un ligando derivado de
2-(5-ariltiofen-2-il)benzazol y NAN corresponde a la dppz. Se realizaran estudios de
generacion de ROS en medios libres de células, incluyendo la generacion de
oxigeno singlete y de radicales hidroxilo. También se evaluara su potencial
aplicacion como fotosensibilizadores en PDT utilizando la luz azul, investigando el
mecanismo de accion del candidato mas prometedor de la serie.

e Capitulo 6. Se prepararan nuevos compuestos de Ir(lll) de estequiometria
[I(CAN)2(NAN)]JOTf donde CAN corresponde a la 2-fenilpiridina, 2-
fenilbenzimidazol, 2-fenilbenzotiazol, 2-(2-tienil)benzotiazol y el 2-(5-(4-
(trifluorometil)fenil)tiofen-2-il)benzo[d]tiazol y NAN se refiere a la 2,2’-bipridina o una
bipiridina conjugada con un fragmento de cumarina. Se llevara a cabo un analisis
detallado de la influencia de la cumarina en las propiedades fotofisicas de los
compuestos, asi como en la generacién de ROS en medios libres de células tras
la irradiacion con luz azul, verde o roja. Finalmente, también se evaluaran sus

propiedades bioldgicas como fotosensibilizadores con luz verde.

El campo de investigacion en el que se enmarca esta Tesis Doctoral es
multidisciplinar, por lo que los resultados biolégicos obtenidos, la preparacion del ligando
derivado de cumarina, asi como la resolucion de estructuras de rayos X han sido
realizadas mediante colaboraciones. De esta manera, los estudios bioldgicos de los
Capitulos 2, 3, 4 y 5 han involucrado la colaboracién con el grupo de investigacion del Prof.
Dr. Viktor Brabec del Instituto de Biofisica de Brno de la Republica Checa, mientras que
los del Capitulo 6 han sido realizados por Pezhman Ashoo, miembro de nuestro grupo de
investigacion. Por su parte, el ligando derivado de cumarina utilizado en el Capitulo 6 ha
sido preparado por el grupo de investigacion del Prof. Dr. Vicente Marchan del
Departamento de Quimica Inorganica y Organica de la Universidad de Barcelona.
Finalmente, la resolucién de las estructuras cristalinas ha sido realizada por la Dra. Delia
Bautista Cerezo, del Servicio Universitario de Instrumentacion Cientifica de la Universidad

de Murcia.
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Areno-complejos de Os(ll) con ligandos derivados de
2-(1-(aril)-1,2,3-triazol-4-il)benzotiazol efectivos frente

a células madre de rabdomiosarcoma
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2.1. Introduccién

Las CSC constituyen una pequefia subpoblacion de células tumorales con
capacidad de autorrenovacion, diferenciacion y formacion de tumores secundarios o
terciarios.’ Aunque los complejos de platino han tenido gran éxito en el tratamiento del
cancer, la quimioterapia convencional no es eficaz contra las CSC.? De hecho, se cree que
estas son responsables de la recaida y la metastasis del cancer.® Por ello, es necesario
desarrollar nuevas terapias y modalidades de tratamiento capaces de erradicar tanto las
células cancerosas de rapido crecimiento como las CSC. En este contexto, Lippard y col.
describieron un complejo de osmio(VI) (Figura 2.1), que representa el primer complejo
basado en este metal con toxicidad selectiva contra poblaciones de células HMLER
enriquecidas con CSC de mama.* Las células HMLER son una linea celular derivada de
células epiteliales mamarias humanas, modificadas para expresar ciertos oncogenes.
Ademas, tal y como se menciona en el Capitulo 1, Brabec y col. han desarrollado
recientemente un areno-complejo de Os(ll) con batofenantrolina (Figura 1.10), que mostré
mayor eficacia contra las células madre de cancer de mama humano que la salinomicina,

el farmaco utilizado clinicamente.>8

Figura 2.1. Estructura general del complejo de Os(VI1) preparado por Lippard y col.*

Por otro lado, los heterociclos de benzotiazol y de 1,2,3-triazol son estructuras
quimicas presentes en diversos farmacos y moléculas bioldgicamente activas.” Por
ejemplo, un derivado del 2-aminobenzotiazol, conocido como BLZ945, se encuentra en
fase I/ll como tratamiento de segunda linea para el glioblastoma (NCT02829723).
Ademas, estos heterociclos forman parte de la estructura de ligandos en complejos
metalicos con actividad biolégica, como ejemplifican ciertos complejos de Ru(ll).*>'" De
hecho, recientemente nuestro grupo de investigacion ha desarrollado una serie de
derivados de 2-(1-aril-1,2,3-triazol-4-il)benzotiazol con propiedades bioactivas,'? asi como
una familia de complejos de Ru(ll) fotoactivables que contienen dichos ligandos, y

presentan formula general [Ru(phen)(NAN)J?*.3

Por consiguiente, con el objetivo de estudiar nuevos complejos de Os(ll) que
incorporen fragmentos bioactivos y actuen contra CSC, en este capitulo se describe la

sintesis y caracterizacion de nuevos compuestos de osmio de tipo [Os(nt-p-
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cimeno)(NAN)CI|PFs (Figura 2.2). En ellos el ligando N*N se basa en un nucleo de
benzotiazol y un fragmento de 1,2,3-triazol con distintos sustituyentes, con el fin de
establecer una relacidon estructura-actividad. Asimismo, se describe el estudio de
estabilidad e hidrélisis en medio acuoso, y su interaccion con la seroalbumina (HSA). A
continuacion, se presentan los resultados de los ensayos bioldgicos in vitro en varias lineas
celulares de cancer, incluida la linea celular de rabdomiosarcoma (RD), un tipo de sarcoma
frecuente en la infancia y adolescencia. Finalmente, se analiza el mecanismo de accién
del mejor candidato de la serie en células de RD, incluyendo el estudio de su eficacia

contra células madre cancerigenas.

| PFe
Os
_— ~ /,N\

eV

N \\#\/

O,s
R= -CHjs (8), -F (7), -CF3 (8), -NO, (9), -NMe, (10)

Figura 2.2. Estructura general de los complejos sintetizados en este capitulo.

2.2. Resultados y discusion

2.2.1. Sintesis de los nuevos compuestos

Sintesis de ligandos 2-(1-(aril)-1,2,3-triazol-4-il)benzotiazol

En primer lugar, se prepararon los ligandos derivados de 2-(1-(aril)-1,2,3-triazol-4-
ilbenzotiazol (1-5) que contienen sustituyentes con diferente naturaleza electroaceptora o
electrodadora: metilo, fluor, trifluorometilo, nitro y dimetilamino, respectivamente. La ruta
sintética se basa en un procedimiento descrito en la bibliografia que consta de cuatro

etapas de reaccion y que se resumen a continuacion en los Esquemas 2.1y 2.2."2

NH, N3 O Nep “~

@ R L
—_— —_— e H

R R R R

R=-CHj; (1), -F (2), -CF3 (3), -NO5 (4), -NMe,, (5)

Esquema 2.1. Procedimiento de sintesis para los correspondientes aldehidos. 1) i) NaNOz, HCI (c),
H20, 0 °C, 1 h; ii) NaNs, H20, 0 °C, 15 min; iii) t.a., 2 h. 2) Alcohol propargilico, CuSO4-5H20 (5 %
mol), ascorbato de sodio (10 % mol), ‘BuOH /H20 (1:1), t.a., 72 h. 3) i) (COCI)2, DMSO, CH2Clz, -78
°C, atm., N2, 15 min; ii) CH2Clz, -78 °C, atm. N2, 15 min; iii) EtsN, atm N2, -78 °C, 15 min, t.a., 24 h.
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NO,
R= -CHj (1), -F (2), -CF3 (3), -NO, (4), -NMe, (5)

Esquema 2.2. Procedimiento de sintesis para la obtencion de los compuestos 1-5. 1) TFA (5 %
mol), EtOH, t.a., 24 h. 2) DDQ, CH2Clz, 0 °C, 2 h.

Sintesis de los nuevos areno-complejos de Os(ll)

Los compuestos 6-10 se prepararon siguiendo el procedimiento descrito
previamente en la bibliografia.’*'® En primer lugar, se preparé el dimero de osmio [OsClI(u-
CI)(n8-p-cimeno)]. mediante la reaccion del OsCls con a-terpineno en etanol a 80 °C
durante 24 h y bajo atmosfera de nitrégeno.'”'® Seguidamente, el dimero se hizo
reaccionar con los ligandos correspondientes (1-5) en metanol a 65 °C y bajo atmadsfera
de nitrégeno durante 2 h. Finalmente, se adicioné NH4PF¢ para sustituir el contraion cloruro

y se dejo reaccionar durante 24 h a temperatura ambiente (Esquema 2.3).'4®

~PFs
oA Ol 5 o
+ \ | _— ~ :N\
o o s N S R

R= -CHj (B), -F (7), -CF; (8), -NO, (3), -NMe, (10)

Esquema 2.3. Procedimiento de sintesis para la obtencién de los compuestos 6-10. 1) MeOH, 65
°C, 2 h, N2. 2) NH4PFs, MeOH, t.a, 24 h.

2.2.2. Caracterizacion de los nuevos complejos de osmio

Los nuevos complejos sintetizados se caracterizaron mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear ("H-RMN, "*C-RMN vy espectros bidimensionales), RP-

HPLC-MS, analisis elemental y espectrometria de masas.

Espectroscopia de RMN

Los espectros de los compuestos de Os(ll) se registraron en acetonitrilo deuterado

(CD3CN) y las senales de protén se asignaron a partir de los espectros bidimensionales:
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['H-H]-COSY, ['H-'H]-NOESY vy ['H-"*C]-HSQC. Todos los espectros se recogen en las
Figuras A1.1-A1.26 del Anexo |. En la Figura 2.3 aparece representada la numeracion

que se va a utilizar para la asignacion de las resonancias de los espectros de 'H-RMN.

12 2 13 16

CI/OS\N:N\
| LN R
N\HV

Figura 2.3. Numeracion utilizada para asignar las resonancias de los espectros de "H-RMN.

Los espectros de 'H-RMN de todos los complejos muestran resonancias
aromaticas entre & 9,5-6,0 ppm. También, en todos los casos se observan las sefales
alifaticas del anillo de p-cimeno: dos dobletes en torno a 6 0,9 y 1,0 ppm (H1s+H+7), un
multiplete en torno a & 2,5 ppm (grupo isopropilo, His) y un singlete en torno a & 2,3 ppm
(grupo metilo, Hio). Por su parte, en los espectros de los compuestos 6 y 10 se pueden
observar las sefales de proton correspondientes a los grupos alifaticos (-R), los cuales

aparecen como singletes a & 2,5 ppm (Hwe para 6) y 3,0 ppm (Hnwe2 para 10),
respectivamente (Figura 2.4).

127
1.012
0.995

Lo

0.927
0.910

¢

—3.07
2
2
2
2
2
2
2
2

Ny
Humez
Hio
Hio
His+Hye Hig + Hy7
Hig+Hyy
His I
_,JLﬁ_,m‘_J L i

T T T T T T T T T
2.5 2.0 1.5 1.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

_y T

Figura 2.4. Espectros de 'H-RMN donde se observan las sefiales correspondientes al grupo

isopropilo y metilo del anillo de p-cimeno y las sefales del grupo metilo del compuesto 6 y del
dimetilamino del compuesto 10.
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Cabe mencionar que los cuatro protones aromaticos H11-H14 son magnéticamente
diferentes debido a la coordinacién de los ligandos quelato N*N 1-5. La simetria C., de los
complejos disminuye, y las senales correspondientes a los cuatro protones aromaticos del

anillo de p-cimeno aparecen como cuatro dobletes distintos entre 6,2 y 6,5 ppm.

Por otro lado, es posible comparar la zona aromatica de los compuestos 6-10 para
estudiar la influencia de los distintos sustituyentes en los desplazamientos de las
resonancias de protdn del ligando NAN. En la Figura 2.5 se puede observar que las
sefiales de protdn correspondientes al fenilo que contiene el sustituyente (Hs+7y Hs+o), asi
como la sefal de protén del anillo de triazol (Hs) se ven claramente afectadas. Tomando
como referencia el compuesto 6, cuando el sustituyente es electroaceptor (-CF3(8) y -NO2
(9)) se produce un desplazamiento a campo bajo, mientras que si el sustituyente es
electrodador (-NMe- (10)), se produce a campo alto por el apantallamiento que sufren. Por
su parte, las resonancias de los protones aromaticos del anillo de p-cimeno (H11-14), asi

como las del nucleo de benzotiazol (H1.4) se ven muy poco afectadas.

6
H Hi. H
i | JLJM i NI
+7|H +
Hs H4|—:1IF {‘[ 8|g|2 rg Hisi1a Higuro 8
e A | 1 | N
He.
Hs ‘ ST Hisg H, Ha Hiziga Higanz 9
HSJ\ Hﬂim H, HSJ Hes7 H8+9J\L Hiziia Hiiro 10
T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 8 7 6

Figura 2.5. Superposicion de la zona aromatica de los espectros de 'H-RMN de 6-10 en CD3CN.

Analisis elemental y cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC-MS)

Con el fin de completar la caracterizaciéon estructural se obtuvieron los datos de
analisis elemental, asi como los espectros de masas en modo positivo mediante ESI-MS
(Figuras A1.27-A1.31) y HPLC-MS (Figuras A1.32 y A1.33). Los resultados obtenidos
mediante ambas técnicas se resumen en la Tabla 2.1, confirmando de esta forma la
estequiometria propuesta y una pureza superior al 95 % en todos los casos. De igual
forma, para todos ellos, el espectro de masas obtenido muestra un pico mayoritario que
se corresponde al ion molecular [M-PF¢]* cuyo perfil isotopico se ajusta con el esperado

tedricamente.
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Tabla 2.1. Valores de analisis elemental y de HPLC-MS obtenidos para los nuevos compuestos.

Anidlisis elemental® (%) HPLC-MS?
Compuesto
C H N S tr (min) Fragmento m/z
39,24 3,11 6,96 4,09 653,1226
11,54 [M-PFe]*
(39,17) (3,29) (7,03) (4,02) (653,1182)
37,43 2,70 6,89 3,93 657,0977
7 10,93 [M-PFe]*
(37,48) (2,89) (6,99) (4,00) (657,0931)
36,54 2,58 6,67 3,68 707,0938
8 12,11 [M-PFe]*
(36,69) (2,72) (6,58) (3,77) (707,0899)
36,42 2,68 8,47 3,74 684,0900
9 10,89 [M-PFe]*
(36,26) (2,80) (8,46) (3,87) 684,0876
39,26 3,46 8,36 3,82 682,1460
11,98 [M-PFe]*
(39,25) (3,54) (8,48) (3,88) (682,1447)

aValores calculados teéricamente entre paréntesis.

2.2.3. Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

La estructura molecular de 8 y 10 se confirmé mediante difraccion de rayos X de
monocristal. En ambos casos, los monocristales se obtuvieron por difusiéon lenta de éter
etilico en una disolucion saturada de acetonitrilo durante 3 dias a 5 °C. La toma de datos
y el refinamiento de las estructuras cristalinas fue realizado por la Dra. Delia Bautista del
Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia. En la Figura 2.6
se muestran las estructuras cristalinas de los compuestos 8 y 10, y en la Tabla 2.2 se
resumen parte de sus datos cristalograficos, incluyendo las dimensiones de la celdilla

unidad. El resto de datos cristalograficos de las estructuras se recogen en las Tablas A1.1-

A1.2,

A)

Figura 2.6. Estructuras cristalinas de los compuestos 8 (A) y 10 (B). Los elipsoides se han
representado al 50 % de probabilidad y los atomos de hidrégeno y el contraion se han omitido por

claridad.
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Tabla 2.2. Datos cristalograficos de los compuestos 8 y 10.

Sistema cristalino Ortorrémbico Grupo espacial Pbcn
Formula empirica CyH23CIFgNsOsPS Y4 8
Dimensiones de la celdilla unidad?®
a(A) 26,697(4) a (°) 90
b (A) 9,8177(15) B (°) 90
c (A) 21,815(3) Y (°) 90
Sistema cristalino Ortorrémbico Grupo espacial Pccn
Formula empirica Cy7H29CIFsNsOsPS Y4 8
Dimensiones de la celdilla unidad?®
a(A) 25,037(2) a (°) 90
b (A) 10,6927(11) B (°) 90
c (A) 21,7489(18) Y (°) 90

alos valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de la medida.

Las estructuras cristalinas de ambos compuestos confirman la estructura molecular
propuesta. Los complejos 8 y 10 presentan una geometria pseudo-octaédrica de tipo
“taburete de piano”, que es caracteristica de los complejos de tipo semi-sandwich. El
ligando nf-p-cimeno se une al centro metalico a través de la nube T, los ligandos N~N-
dadores presentan un modo de coordinacién quelato bidentado (k*-N,N), y el ligando
cloruro ocupa la sexta posicion de coordinacion. En ambos casos, cristalizan con una
estructura cuya celdilla unidad pertenece al sistema cristalino ortorrédmbico, aunque
presentan distintos grupos espaciales (Pbcn y Pccn para 8 y 10, respectivamente). Por su
parte, el numero de unidades formulas de cada celdilla unidad (Z) es ocho en ambos
casos. Cabe destacar que los atomos de fluor del grupo trifluorometilo (8) se encuentran
desordenados en dos posiciones, con proporciones 56:44 (%). Por otro lado, las distancias
de enlace Os-N (2,064-2,112 A) y Os-Cl (2,3949 A) se encuentran dentro del intervalo
descrito para complejos de osmio de estructura similar,’*'® y no muestran diferencias

significativas con un sustituyente u otro (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Distancias y angulos de enlace caracteristicos de las estructuras cristalinas de los
complejos 8 y 10.2

Enlace 8 10
Os-N1 2,112(2) 2,114(2)
Os-N2 2,064(2) 2,072 (2)
Distancia (A
) Os-Cl 2,3949(7) 2,3958(6)
Os-Cgy(p-cimeno) 1,6808(12) 1,6774(11)
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N2-Os-N1 75,15(8) 75,29(8)
Angulo (°) N1-Os-Cl 81,96(6) 82,61 (6)
N2-Os-Cl 83,98(6) 83,05(6)

3L os valores entre paréntesis indican la desviacién estandar de la medida. Cgq: centroide del plano.

Respecto a las interacciones intermoleculares e intramoleculares, en el compuesto
8 se observan interacciones por enlace de hidrogeno entre el atomo de hidrégeno (H19)
del anillo de triazol y dos atomos de fluor (F33 y F35) del anion hexafluorofosfato, mientras
que en el complejo 10 se establecen diferentes enlaces de hidrogeno los cuales quedan
recogidos en la Tabla 2.4. En la Figura 2.7 se muestran las interacciones de hidrogeno

que se encuentran en el compuesto 8.

Tabla 2.4. Enlaces de hidrégeno observados en las estructuras de los compuestos 8 y 10.

Comp. D-H..A d(D-H) (A) d(H...A) (A) d(D...A) (A) <(DHA) (°)
g, CU9-H(19)..F@E3 085 2,36 3,004(3) 1245
C(19)-H(19)..F(35)° 0,95 2,43 3,358(3) 1644
C(19)-H(19)...F(6)° 0,95 2,44 3,176(3) 134,7
o C@HE5).Cl( 095 2,73 3,683(3) 177,3
C(26)-H(26C)..F(3)° 0,98 2,53 3,132(4) 119,8
C(27)-H(27C)...F(6)° 0,98 2,49 3,316(3) 1412

Transformacion de simetria utilizada para generar los atomos equivalentes: 2-x+1, -y+2, -z+1;
b-x+3/2, -y+3/2,z; ¢-x+1,y-1/2,-z+3/2; 9x-1/2,y+1/2,-z+1; ex-1/2,y-1/2,-z+1.

Figura 2.7. Interacciones de hidrégeno intermoleculares en la estructura cristalina de 8. Los
elipsoides se han representado al 50 % de probabilidad.

Por otro lado, el empaquetamiento del compuesto 10 esta organizado por

interacciones 11-1, las cuales quedan recogidas en la Tabla 2.5. En la Figura 2.8 se
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muestran las interacciones 1-1T que se establecen entre el plano 2 (marrén) y el plano 3

(azul), asi como las interacciones entre los planos 1 (rosas) localizados en los nucleos de

benzotiazol.

Tabla 2.5. Parametros geométricos de las interacciones 1-11 del compuesto 10.

Distancia centroide- Angulo plano-
Interaccién m-m? Desplazamiento
centroide (A) plano (°)
Plano 1- Plano 1 3,470(2) 1,60(12) 0,743
Plano 2- Plano 3 4,0157(14) 11,57(8) 2,304(4)/1,597(4)

aPlano 1 (C11, C12, C13, C14, C15 y C16), Plano 2 (C1, C2, C3, C4, C5 y C6) y Plano 3 (C20,
C21, C22, C23, C24 y C25).

Figura 2.8. Interacciones intermoleculares 11-11 en la estructura del compuesto 10.

Finalmente, el empaquetamiento de los compuestos 8 y 10 también esta
organizado por interacciones C-H---11, que se recogen en la Tabla 2.6 y se ilustran en la
Figura 2.9. En ambos casos, las interacciones C-H---11 se producen entre atomos de

hidrégeno del grupo isopropilo y los planos del nucleo de benzotiazol del ligando NAN.

Tabla 2.6. Parametros geométricos de las interacciones C-H---r.

N Distancia C-H---Cg Angulo C-H---Cg
Compuesto Interaccion C-H---mr

(A) )

8 C(9)-H(9B)---Plano 1 2,98 139
100 C(9)-H(9A)---Plano 1 2,95 137
C(9)-H(9C)---Plano 4 2,94 164

aPlano 1 (S1, C16, C11, N1, C17). bPlano 1 (C11, C12, C13, C14, C15 y C16) y Plano 4 (S6,
C16, C11, N1, C17)
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Figura 2.9. Interacciones intermoleculares CH---11 en la estructura de los compuesto 8 (A) y del
compuesto 10 (B).

2.2.4. Propiedades fotofisicas de los nuevos compuestos

Tras finalizar la caracterizacion estructural de los areno-complejos se investigaron
sus propiedades fotofisicas en acetonitrilo y DMSO. En primer lugar, se registraron los
espectros de absorcién UV/Vis a una concentracion de 50 yM a temperatura ambiente
(Figura 2.10). Todos los compuestos presentan bandas de absorcion intensas entre 260 y
330 nm con coeficientes de extincion de ~20000 M-'cm™, correspondientes a transiciones
-11* del sistema aromatico de los ligandos p-cimeno y NAN quelato. La banda a ~380 nm
y coeficiente de extincién de ~5000 M-'cm™" puede asignarse a la transferencia de carga
metal-ligando (MLCT). Cabe destacar que en el compuesto 10, la banda de menor energia
sufre desplazamiento batocrémico en comparacion con el resto de los complejos

sintetizados, debido al caracter dador de su sustituyente (-NMey).?°
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Figura 2.10. Espectro de absorcion UV/Vis de los compuestos 6-10 (50 uM) en: A) acetonitrilo; y
B) DMSO.

Los espectros de emision se registraron en DMSO a una concentracion de 50 uM
y un ancho de emision de 5 nm. Excepto el compuesto 9, todos los complejos resultaron
emisores en dicho disolvente, destacando el complejo 10 por presentar una banda de
emision intensa y ancha, cuyo maximo se encuentra desplazado a mayores longitudes de
onda (529 nm) (Figura 2.11.A). Estos resultados de emision son similares a los obtenidos

para los ligandos libres.™
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Figura 2.11. A) Espectros de emision de los compuestos 6-8 (Aex= 310 nm), 9 (Aex= 320 nm) y 10
(Aex= 360 nm) en DMSO a t.a. Espectros de emision de 10 (50 uM): B) en disolventes de distinta
polaridad; y C) en mezclas DMSO/agua con diferentes fu.

Para establecer el caracter de transferencia de carga intramolecular (ICT, por sus
siglas en inglés) del estado excitado, se registraron los espectros de emisién de 10 en
disolventes de distinta polaridad. Los disolventes utilizados y sus respectivos indices de

polaridad entre paréntesis fueron: tolueno (2,1), cloroformo (4,1), acetonitrilo (5,8) y DMSO
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(7,2). El complejo 10 muestra un fuerte comportamiento solvatofluorocrémico, pues al
aumentar la polaridad del disolvente los maximos de emision se desplazan al rojo: Aem=
413, 445, 515 y 529 nm, respectivamente (Figura 2.11.B).2' Posteriormente, se evaluo la
emisiéon del compuesto 10 en mezclas DMSO/agua con fracciones variables de agua (fu).
En la Figura 2.11.C se observa que el compuesto 10 muestra propiedades clasicas de
extincion de la emisién causada por agregaciéon (ACQ, por sus siglas en inglés), puesto

que al 30 % de agua se ha producido la extincién completa de su emisién.?%

En la Tabla 2.7 se recogen las longitudes de onda de absorcion (Aas) y Su
coeficiente de extincion molar (€), asi como las longitudes de onda de las bandas de
emision de los nuevos compuestos (Aem).

Tabla 2.7. Longitudes de onda de absorcién (Aabs) y coeficiente de extincion molar (¢) de los

compuestos en acetonitrilo y DMSO, y longitudes de onda de excitacion (Aex) y de emision (Aem) €n
DMSO.

AEX Aem
Compuesto Disolvente Aabs (Nnm) (g, M'cm™)
(nm) (nm)

CH:CN 253 (19724), 311 (22952), 379" (4298) - -
6

DMSO 260 (19016), 314 (22810), 377" (4684) 310 365

CHsCN 252 (17458), 312 (19978), 380" (3888) - -
7

DMSO 260 (17372), 314 (21142), 378" (4558) 310 364

CH3;CN 251 (18694), 311 (22430), 380" (5114) - -
8

DMSO 260 (15486), 315 (20336), 378" (6406) 310 370

CH3;CN 259 (16842), 315 (24990), 388" (3556) - -
9

DMSO 261 (17880), 319 (26686), 382" (6406) 320 412

251 (17002), 326 (27296), 360"

CHsCN - -

0 (21758)
259 (14012), 328 (26770), 357"
DMSO 360 529
(22538)

2.2.5. Estudios de estabilidad e hidrélisis de los compuestos preparados

Después de finalizar la caracterizacion estructural y fotofisica, y antes de evaluar
sus propiedades bioldgicas, se llevaron a cabo estudios de estabilidad en diferentes
condiciones. En primer lugar, se evalu6 la estabilidad de los compuestos en DMSO, ya
que es un disolvente empleado para introducirlos en el medio biolégico. Ademas, los
complejos tipo semi-sandwich presentan un ligando cloruro susceptible de ser sustituido

por moléculas de disolvente.?® Con este fin, se prepararon disoluciones de 6-10 en DMSO
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a una concentracion 50 uM y se registraron sus espectros de absorcion UV/Vis a tiempo 0
y tras 48 h de incubacion a temperatura ambiente. Asimismo, la estabilidad se estudié
también mediante "H-RMN (1 mM) en las mismas condiciones. En ambos casos, se
encontré que todos los compuestos son estables en las condiciones ensayadas, pues
tanto los espectros de absorcion como de 'H-RMN permanecieron inalterados
transcurridas 48 h (Figura 2.12 para 6 y Figuras A1.34-A1.38 para el resto).

A) B)
1,54

- L) L

0 T T T — 1
250 300 350 400 450 500 .
A (nrn) 10 8 6

Absorbancia
~
(=<}
=

o
L4}
1

-

Figura 2.12. Estudio de estabilidad del compuesto 10 en DMSO a tiempo 0 y tras 48 h de incubacion
a t.a. mediante: A) UV/Vis (50 uM); B) TH-RMN (1 mM).

A continuacién, se estudié el comportamiento de 6-10 en medio acuoso mediante
"H-RMN. Para ello, se prepararon disoluciones de concentracién 1 mM en una mezcla de
D>O/DMSO-ds (1:2 v:v) y se registraron los espectros a tiempo 0 y tras 24 h de incubacién
a temperatura ambiente. En todos los casos se observa la desaparicion de la sefal de
proton Hs (Figura 2.13 para 8 y Figuras A1.39-A1.42 para el resto), lo cual puede

atribuirse al intercambio de dicho protéon por deuterio.

JU’ , J 1\__—) ..A-J\I\g II\‘_ t=24h
| =

T T T T T T r T T T T T T r T T T
g 6 4 2 0

Figura 2.13. Espectros de "H-RMN del compuesto 8 (1mM) en D20/DMSO-ds (1:2 viv) at=0y tras
48 h de incubacion a t.a.

Para averiguar si se produce el intercambio del protdn por deuterio, se registro el
espectro de 'H-RMN del complejo 8 recién disuelto (D,O/DMSO-ds 1:2) y después se
elimind el agua deuterada a presion reducida. Luego, se afiadié agua mili-Q, se dejo agitar
durante 2 h y se volvi6 a eliminar el agua. Finalmente, se afadi6 DMSO-ds y se registro

de nuevo el espectro de 'H-RMN. En la Figura 2.14 se observa que la sefial de protdn Hs
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reaparece, lo que permite confirmar que anteriormente se habia producido el intercambio

del protdn por el deuterio. Con estos resultados es posible concluir que todos los

compuestos permanecieron estables y no se hidrolizan en las condiciones anteriormente

ensayadas.

: i PFe

: : PF
H,O/DMSO-dg
Cl / \\%NL’;I i::

D,0:DMSO-dj

ﬂl 'I (1:2 viv)

) 1

luu DMSO-dj

Figura 2.14. Estudio del intercambio del protdn por deuterio en el compuesto 8 (1mM) mediante

"H-RMN a t.a.

Finalmente, la hidrélisis también se estudié con un mayor porcentaje de agua

mediante HPLC-MS. Para ello, se prepararon disoluciones de 6-10 en agua (5 % de

DMSO) y se registraron los espectros de HPLC-MS a tiempo 0 y tras 48 h de incubacion

a temperatura ambiente. Los resultados revelan que los compuestos 6-9 apenas se

hidrolizan (Figura A1.43-A1.46), mientras que el compuesto 10 (Figura 2.15 y Figura

2.16) alcanza un 76 % de hidrdlisis a las 24 h. El compuesto 10, como se vera mas

adelante, es el mejor candidato de la serie (Tabla 2.10), por lo que se puede concluir que

el proceso de hidrdlisis juega un papel crucial en las propiedades citotdxicas de los nuevos

complejos.
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Figura 2.15. Cromatogramas del compuesto 10 (10 uM) en agua (5 % DMSO) a tiempos 0 y tras

24 h de incubacion a t.a.
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Figura 2.16. Espectros de masas de los picos mayoritarios del cromatograma de la Figura 2.15 a
las 24 h.

2.2.6. Interaccion con la seroalbumina

La HSA es una de las proteinas transportadoras mas abundantes del plasma
sanguineo, que es capaz de unirse a casi todos los farmacos conocidos y desempena un
papel crucial en la regulacion de la presién osmaética de la sangre.?* Esta proteina esta
constituida por 585 residuos de aminoacidos, los cuales forman una Unica cadena y se
organizan en tres subdominios. La mayor parte de las moléculas organicas interaccionan
a través de los sitios | y Il de la HSA, que se localizan en los subdominios Il1A y IlIA,
respectivamente.?® La fluorescencia de esta proteina se debe principalmente a los restos
de triptéfano y, en una proporciéon menor, a los residuos de tirosina y fenilalanina. Con el
fin determinar la posible interaccién de los compuestos 6-10 con la proteina, se llevd a
cabo una valoracion mediante espectroscopia de fluorescencia.?6-28 La HSA presenta un
maximo de emision a 350 nm cuando es excitada a 295 nm, y este pico disminuye cuando
se une a una molécula pequefia. En consecuencia, se monitorizé el espectro de emision
de la HSA (2,7 uM) tras la adicion de cantidades crecientes de los complejos (0-27 M) a
temperatura ambiente, tal y como se ilustra en la Figura 2.17.

Para analizar la desactivacion de la fluorescencia, se aplico la ecuacion de Stern-
Volmer (Ecuacién 2.1), donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y
presencia del compuesto, [C] es la concentracion del compuesto y Ksy es la constante de

desactivacién de Stern-Volmer.26:27
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Ecuacion 2.1. % =1+Kgy[C]

La gréafica de Fo/F frente a la concentracion [C] mostré linealidad para todos los
complejos (Figura 2.18 y A1.47), indicando asi un unico mecanismo de extincién. Los
valores de Ksy se recogen en la Tabla 2.8.
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Figura 2.17. Espectro de emision de la HSA (2,7 uM) en presencia de cantidades crecientes de
los complejos 6-10 (0-27 uM). El aumento de la concentracion se produce de arriba abajo.
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Figura 2.18. Graficos de la ecuacion de Stern-Volmer de la extincién de la fluorescencia de la HSA
en presencia de los compuestos 6-10.

A continuacion, para tratar de establecer si el mecanismo de extincion se debe a
un proceso estatico o dinamico, se estudio la variacion de la intensidad de absorcion de la
HSA en presencia de los complejos. El espectro de absorcion de la HSA presenta dos
bandas de absorcién: una banda intensa a 210 nm debida a la estructura conformacional
de la HSA, y una banda a 280 nm atribuible a los residuos aromaticos de la tirosina, el
triptéfano y la fenilalanina. En el contexto de un proceso dinamico, el compuesto afecta
unicamente al estado excitado del fluoréforo, sin alterar el espectro de absorcién. Por el
contrario, en un proceso estatico, se establece una interaccién con el estado basal,
resultando en la formacién de un complejo que induce una modificacion observable en el
espectro de absorcion.?® En la Figura 2.19 se observa que la adicion de cada uno de los
compuestos provoca una disminucién drastica de la banda a 210 nm, con un
desplazamiento batocromico del maximo de absorcion, mientras que la segunda banda de
absorcion apenas se ve alterada. Se puede concluir que el posible mecanismo de extincion
inducido por los complejos seria un mecanismo estatico, tal y como viene descrito en la

bibliografia.?®

Cuando el mecanismo estatico es el que tiene lugar, se asume que el complejo
interacciona, independientemente, en un conjunto de sitios de enlace equivalentes en la
HSA. Los parametros de enlace se pueden determinar de acuerdo con la ecuacion de
Scatchard (Ecuacion 2.2) donde Kz es la constante de enlace y n el numero de sitios de

enlace por molécula de HSA.?°

Ecuacién 2.2. Iog[F"—F'F =logKg+nlog[C]
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Figura 2.19. Espectro de absorcion de la HSA (1 uM) tras adicionar distintos equivalentes de los
complejos 6-10.

En la Figura 2.20 se muestra el grafico de log[(Fo-F)/F] respecto al log[C] para los

complejos 6-10.
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Figura 2.20. Graficos de la ecuacion de Scatchard de la extincién de la fluorescencia de la HSA en
presencia de los compuestos 6-10.
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En la Tabla 2.8 se recogen los valores de la constante de desactivacién de la
fluorescencia de Stern-Volmer (Ksv), la constante de enlace (Kg) de 6-10 con la HSA, asi
como el numero de sitios de unién de los mismos con la HSA (n). Los altos valores de las
constantes Ksy y la constante de enlace demuestran que los compuestos se enlazan
eficazmente a un sitio de unién de la seroalbumina. Ademas, gracias a la ecuacion de
Scatchard se llega a la conclusion de que solo se unen a un sitio de unién de la proteina
(n~1). Es necesario mencionar que 6 y 10 son los que presentan mayores valores de la
constante de enlace (~ 2,5-10° M") y, curiosamente, también resultaron ser los mas activos

(Tabla 2.10) y los que presentaban mayor acumulacion (Tabla 2.12).

Tabla 2.8. Valores de Ksv, Ks y n obtenidos de la interaccion de 6-10 con la HSA

Compuesto Ksv:10°(M') Kg-10° (M) n

6 0,96 28,58 1,33
7 1,13 0,77 0,97
8 1,24 1,39 1,01
9 1,76 15,09 1,21
10 2,08 23,85 1,22

Tras conocer que todos los compuestos se unen eficazmente a la HSA y con el fin
de identificar el sitio de union de 6-10 a la proteina, se llevaron a cabo experimentos de
competicion. Para ello, se utilizaron la warfarina (WF) como marcador del sitio | y el
ibuprofeno (IBU) como marcador del sitio Il. La fluorescencia de la warfarina a Aex= 320 nm
aumenta considerablemente al unirse a la HSA, debido a su interaccion con el Triptéfano-
214, y esta fluorescencia disminuye si un segundo compuesto compite por el mismo sitio
de unién.?’3° Asi, la unién de los complejos se evalia monitorizando los espectros de
fluorescencia de [HSA-WF] al afiadir cantidades crecientes de cada uno de los complejos
(0-25 uM). De igual forma, la valoracion se realizé sobre una disolucion que contenia al
complejo [HSA-IBU]. En la Figura 2.21, asi como en las Figuras A1.48-A1.50 y en la
Tabla 2.9, se observa que los compuestos 6-9 se unen preferentemente al sitio Il de la
HSA, pues las constantes de desactivacion de la fluorescencia de SV son mayores en
todos los casos. Sin embargo, el compuesto 10 se une indistintamente a los dos sitios de

union, sin mostrar preferencia por uno de ellos.
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Figura 2.21. Espectro de emision de HSA-WF (A) y HSA-IBU (B) en presencia de cantidades
crecientes de 8. Aex= 320 nm, [HSA-WF]= 1:1 uM; Aex= 280 nm, [HSA-IBU]= 1:1 uM. [Complejo 8]:
0-25 uM. El incremento de concentracién se produce de arriba abajo.

Tabla 2.9. Valores de la constante de Stern-Volmer en el desplazamiento de la warfarina o el
ibuprofeno.

Ksv-10% (M)

Compuesto
Desplazamiento WF Desplazamiento IBU
6 0,38 0,69
7 0,49 0,59
8 0,48 0,68
9 0,82 0,94
10 1,15 1,11

2.3. Propiedades biolégicas

Uno de los objetivos del presente capitulo fue evaluar el potencial de los nuevos
areno-complejos de Os(Il) en un panel de lineas celulares. Con este fin, el grupo de
investigacion del Prof. Dr. Viktor Brabec del Instituto de Biofisica de la Republica Checa

llevd a cabo los estudios in vitro.

2.3.1. Viabilidad celular

En primer lugar, se determinaron los valores de ICso de 6-10 y del cisplatino en seis
lineas celulares tumorales: rabdomiosarcoma (RD), cancer de colon (HCT116), de
pancreas (PSN1), de mama (MCF7), de mama triple negativo (MDA-MB-231) y cervical
(HelLa). También en una linea sana de fibroblastos de pulmén (MRC5), tras un tratamiento
de 72 h (Tabla 2.10). Es preciso sefalar que el valor de ICso se define como el valor minimo
de concentracién que inhibe el crecimiento celular a la mitad. Los compuestos 6-9
mostraron una citotoxicidad media, con un ICso comprendido entre 15 y 66 uM, siendo el
complejo 6 el mejor de ellos, con un valor de 15 uM en células de rabdomiosarcoma (RD).

El complejo mas prometedor de la serie en todas las lineas celulares fue el complejo 10,
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con valores de ICso que oscilan entre 4,3 y 8,3 uM, siendo su actividad comparable o, en

algunos casos, mejor que la del cisplatino.

Tabla 2.10. Valores de ICso (UuM) obtenidos para un panel de células cancerosas tratadas con 6-9
tras 72 h de incubacién, determinados mediante ensayo MTT.2

Comp. RD HCT116 PSN1 MCF7 MDA-MB-231 HeLa MRC5

6 155 25+2 27+4 278 27+5 231 9118
7 38+3 53+8 66+5 42+5 60 + 16 46+10 >100
8 24+6 34+3 47+2 45%9 40 + 1 43+7 T76+12
9 43+8 45+9 43+9 454 44 7 367 69+4
10 4+1 6606 72 6+1 6+1 8+2 45%3
CDDP 3,1%02 88+06 3304 21%2 19+3 15+3 9+2

alos datos representan la media + DE de, al menos, tres medidas independientes.

Ademas, los complejos resultaron selectivos hacia las células tumorales, siendo
los indices de selectividad (Sl, por sus siglas en inglés) del compuesto 10 notablemente

superiores a los calculados para 6-9 (véase Tabla 2.11).

Tabla 2.11. indices de selectividad (Sl)z.

Compuesto RD HCT116 PSN1 MCF7 MDA-MB-231 Hela

6 6,07 3,64 3,37 3,37 3,37 3,96
7 >2,63 >1,89 >1,62 >2,38 >1,67 >2,17
8 3,17 2,24 1,62 1,69 1,90 1,77
9 1,60 1,53 1,60 1,53 1,57 1,92
10 10,47 6,82 6,34 7,03 7,38 5,42
Cisplatino 2,90 1,02 273 043 0,47 0,60

aLos Sl se han calculado como ICso (MRCS)/ ICso (linea celular indicada)

2.3.2. Acumulacion celular

Los procesos que llevan a la muerte celular comienzan con la captacion vy
acumulacion de un compuesto dentro de la célula. Por esta razén, se determinaron las
cantidades de osmio presentes en el interior de células RD tras un tratamiento de 5 horas
con los complejos de osmio. Los resultados confirmaron que 6-10 se acumulan en estas
células con distinta eficacia (Tabla 2.12). Segun la absorcion de osmio, los complejos se
pueden ordenar de la siguiente manera: 10>6>8>7>9, lo cual muestra una fuerte

correlacion con su actividad antiproliferativa (Tabla 2.10, columna RD).
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Tabla 2.12. Acumulacién de los compuestos 6-10 en células de rabdomiosarcoma. Las células se
trataron a concentraciones de 50 uM durante 5 horas.

Compuesto ng Os/10¢ células?
6 618 £ 20
7 128 £ 4
8 462 + 26
9 62+ 15
10 1645 + 37

3l os datos representan la media £+ DE, n =3

Con el fin de estudiar el mecanismo de accion en células tumorales, se escogi6 el
compuesto 10 como el mas caracteristico de la serie, ya que mostré los valores de 1Csp
mas bajos en células cancerosas y los mayores indices de selectividad. Para el estudio
del mecanismo se selecciond la linea celular de RD pues, como se ha mencionado en la
introduccion, es uno de los sarcomas mas frecuentes en la infancia y en la adolescencia.
Este tipo de cancer es conocido por ser extremadamente agresivo y dificil de tratar,
especialmente en casos metastasicos y recidivantes, donde las tasas de supervivencia
son inferiores al 20 %.%'%? Ademas, esta linea celular fue la mas sensible al tratamiento

con los nuevos complejos de Os(ll), especialmente con 10.

2.3.3. Localizacion celular

Para conocer la localizacion celular, se aprovecharon las propiedades de
fluorescencia del compuesto 10 (Figura 2.11). Las células se trataron 10 (12,9 uM) durante
3 h, y se realizaron imagenes de microscopia confocal (Aex/Aem= 355/420-550 nm). En la
Figura 2.22 se observa que la sefial de fluorescencia del complejo se localizé
principalmente en el citoplasma, como un débil fondo azul o como un discreto punteado
que emanaba una fuerte senal. Ademas, se observa como algunas células adoptaron una

morfologia diferente: perdieron la forma alargada y adherida, y se volvieron redondeadas.

Figura 2.22. Localizacion del compuesto 10 en células RD. La sefal de 10 (azul) se fusiona con el
canal de campo claro. A) células no tratadas; B) y C) células tratadas con 10.
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Para identificar el organulo con el que se asocia el compuesto 10, se realiz6 el
ensayo de colocalizacién utilizando los colorantes Lyso-Tracker y ER-Tracker (Figura
A1.51). El coeficiente de Pearson fue de 0,65 * 0,09 con Lyso-Tracker y de 0,57 £ 0,07
con ER-Tracker, indicando una correlacion moderada/débil en ambos casos.®® Esto
sugiere que dicho complejo no se acumula selectivamente en un organulo concreto, sino
que se distribuye en varios, incluyendo el citoplasma. Esta amplia distribucion podria
permitir que el complejo afecte a multiples dianas celulares simultaneamente, lo que
supone una ventaja para sus efectos biolégicos, ya que es mucho mas dificil que las
células desarrollen resistencia a multiples mecanismos de accion. Asimismo, para
determinar el grado de colocalizacion de 10 con las mitocondrias se utilizé el colorante
MitoTracker, pero al anadir el complejo a las células tefidas desaparecia gradualmente la
sefal. Por ello, se realizé el ensayo con células tefidas con éster etilico tetrametilrodamina
(TMRE), obteniéndose un coeficiente de Pearson de 0,35 £ 0,05. A pesar de presentar una
colocalizacion muy débil, en la Figura 2.23 se puede observar que las mitocondrias
experimentan cambios significativos en presencia de 10. La caracteristica red tubular de
las células no tratadas (flecha amarilla) desaparece rapidamente al afadir el compuesto

10, y aparecen esferas punteadas (flecha roja), que finalmente desaparecen con el tiempo.

10 TMRE Campo claro Fusion Detalles

Figura 2.23. Colocalizacién del compuesto 10 y mitocondrias tefidas con TMRE en células RD.
Las células se tifieron con TMRE vy luego se expusieron a 10 (12,9 uyM) durante 1 h. A) Células
expuestas solo al complejo 10. B) Las células tefidas previamente con TMRE, no tratadas. C) Las
células tenidas previamente con TMRE tratadas con 10.
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2.3.4. Potencial de membrana mitocondrial

Al comprobar que las mitocondrias se ven afectadas por el complejo 10, se
analizaron los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (PMM). Por un lado, las
células se tifieron con TMRE y se analizaron después de la adicién del complejo de osmio
o la estaurosporina (control positivo). En la Figura 2.24.A se observa que el compuesto
10 provoca rapidamente la pérdida del PMM, mientras que el efecto de la estaurosporina
es mucho menor. Por otro lado, las células RD se incubaron durante distintos periodos con
diversas concentraciones de complejo y se tifieron con TMRE. En la Figura 2.24.B se
muestra que incluso a concentraciones inferiores al 1Cso, se produce una pérdida
significativa del PMM. EI PMM disminuye en las dos primeras horas del tratamiento, y es
proporcional a la concentracién del compuesto. Estos resultados, junto con la informacion
proporcionada por la microscopia confocal, indican que tras la exposicion de las células
RD al complejo 10, las mitocondrias de algunas células pierden su potencial y su

morfologia caracteristica.
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Figura 2.24. Pérdida de potencial de membrana mitocondrial. Fluorescencia TMRE relativa en el
tiempo. A) Las células RD fueron tefidas previamente con TMRE (100 nM; 30 min) y permanecieron
sin tratar (control) o se trataron con estaurosporina (2 uM) o con 10 (20 uM). Se realiz6 un analisis
de citometria de flujo de la fluorescencia TMRE inmediatamente y otro varias veces al cabo de una
hora. B) Las células RD se trataron con varias concentraciones de 10 durante 1, 2, 5,5y 24 h, se
tineron con TMRE y se analizaron con citometria de flujo.

2.3.5. Deteccion de la muerte celular

Analisis por citometria de flujo de la tincion con Anexina V/yoduro de propidio

Para determinar el mecanismo de muerte celular inducido por el complejo 10, se
realiz6 un analisis de citometria de flujo en células RD. Estas se trataron durante 24 h, y
se tifieron con Anexina V y yoduro de propidio. En la Figura 2.25 se observa que, tras el
tratamiento, la poblacion celular se desplaza gradualmente del cuadrante inferior izquierdo
(células vivas) al cuadrante inferior derecho (apoptosis temprana), y finalmente al
cuadrante superior derecho, correspondiente a las células que estan en apoptosis tardia

0 necrosis, independientemente de la dosis.
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Control 5uM 10 pM 20 pM

Yoduro de propidio
Yoduro de propidio
Yoduro de propidio
Yoduro de propidio

Anexina V Anexina V Anexina V Anexina V

Figura 2.25. Andlisis por citometria de flujo de la tincién dual de Anexina V/yoduro de propidio de
células RD tratadas con 10 (5 uM, 10 yM o 20 uM) o de células de control no tratadas.

Activacion de la caspasa-3

Para caracterizar aun mas el modo de muerte celular, se determind la activacion
de la caspasa-3 en células RD tratadas con 10. En la Figura 2.26 se puede observar que
el tratamiento de RD con el complejo de osmio produjo la activacion de la caspasa-3 de
forma dependiente de la concentracién. Estos resultados apoyan el hallazgo de que dicho
complejo induce la muerte celular apoptética y la ejecuta en un grado significativo a través

de una via dependiente de la caspasa.

6000+

4000+

2000+

Fluorescencia (RFU)

|
Sin Control 1xIC;, 2xIC; 3xIC;, STAU
sonda

Figura 2.26. Activacion de la caspasa-3 detectada con el reactivo CellEvent® Caspase3/7 Green
Detection Reagent. Las células RD se trataron con 10 (1x, 2x y 3xICso) durante 24 h. Las células
también se trataron con estaurosporina (2 yM) durante 3 horas. Tras la tincion con el reactivo verde
(30 min), las células se analizaron con citometria de flujo. Se analizaron 2x104 células por serie; el
experimento se realizé dos veces. Los resultados se representan como la media + DE. La prueba t
de Student confirmé diferencias estadisticamente significativas respecto al control no tratado para
todas las muestras tratadas, con valores de p<0,01 o p<0,001.

2.3.6. Generacion de ROS

En estudios previos se ha demostrado que los complejos de osmio pueden ejercer
su actividad anticancerigena a través de la produccion de ROS.** Por ello, se investigé la
generacion de ROS en células RD expuestas al compuesto 10 utilizando el reactivo
CellROX Green. La Figura 2.27 muestra que las células tratadas con 10 presentaron una

fluorescencia elevada en comparacion con el control no tratado, y que la produccion de
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ROS inducida fue dependiente de la concentracién de complejo. Al utilizar una
concentracién equivalente a 3xICso se produjo aproximadamente el doble de ROS que en
el control no tratado, mientras que la menadiona (control positivo) desencadend ROS a un
nivel significativamente superior. En conjunto, estos resultados indican que el complejo 10
induce una produccion relativamente baja de ROS en células RD, lo que podria contribuir

en cierta medida a su actividad anticancerigena.

8-

il ]

*%*

Produccion relativa de ROS

Control 1xIC;, 2xIC;, 3xIC;, Menadiona

Figura 2.27. Produccion de ROS. Cuantificaciéon de ROS producidas en células RD expuestas al
compuesto 10 y menadiona (control positivo). Las células se trataron con tres concentraciones de
10: 4,3 uM, 8,6 uM y 12,9 uM durante 3 h o con 100 uM de menadiona durante 1 h. Las barras del
grafico muestran la fluorescencia relativa (frente al control no tratado) y representan la media + DE
de tres experimentos independientes. Los resultados se sometieron a analisis estadistico mediante
una prueba t de Student no emparejada, y las diferencias estadisticamente significativas respecto
al control no tratado se marcan con asteriscos: *p<0,05 o **p<0,01.

2.3.7. Efecto en el ciclo celular

El tratamiento farmacolégico a menudo afecta a la progresién del ciclo celular. A
continuacion, se analizé la perturbacion del ciclo celular en células RD expuestas al
compuesto 10 (Figura 2.28). Las células se trataron con 10 (1xICso y 2xICs0) durante 24
h. Un andlisis de la distribucion de las células RD tratadas en distintas fases del ciclo
celular muestra que un numero significativo de células se detiene en la fase G1, en
comparacion con las células de control no tratadas. Mientras que el 40 % de las células
no tratadas se encuentran en la fase G1, el 69 % y el 72 % de las células tratadas a las
dos concentraciones, respectivamente, se encuentran en esta fase. El aumento de la
poblacion G1 se produce a expensas de las fases S y G2/M, especialmente de la fase S,
donde solo hay un 18 % y un 13 % de células (frente al 41 % del control no tratado),
respectivamente. Los resultados revelan que el compuesto 10 detiene las células RD en

la fase G1 y reduce significativamente la proporcion de células en la fase S.

68



Capitulo 2

1603 1802 2322

Control 4,3 M 8,6 uM

1202 1352 1742

202 902 1161

Poblacion celular (%)

i T \ T
o 62,5 125 167.5 250 =} 62,5 125 1875 250 o 62,5 125 187,95 250
Yoduro de propidio (x 1000) Yoduro de propidio (x 1000) Yoduro de propidio (x 1000)

Figura 2.28. Distribucion del ciclo celular. Las células RD se trataron con 10 a distintas
concentraciones (1xICso y 2xICso0) durante 24 h. Se utilizé yoduro de propidio como tincidn nuclear.
La dltima imagen muestra el grafico de barras de poblaciones celulares (%) en fases individuales
del ciclo celular. El grafico muestra los resultados de 3 mediciones (Media £ DE). Los resultados se
sometieron a un analisis estadistico mediante una prueba t de Student no apareada, y las
diferencias estadisticamente significativas respecto al control no tratado se marcan con asteriscos
con *p<0,05 o **p=<0,01.

2.3.8. Efecto antiproliferativo en esferoides RD.CD133-y RD.CD133+

Como se ha mencionado en la introduccién del capitulo, en el tratamiento del
cancer existe una poblacion de células conocida como CSC que, aunque representa una
fraccion celular pequefia, es extremadamente peligrosa.® Mientras que la mayoria de las
células tumorales se eliminan eficazmente, las CSC logran escapar del tratamiento,
actuando como un reservorio de células resistentes que pueden reiniciar tumores
secundarios o terciarios. La ineficacia de los farmacos actuales para erradicar los tumores
de forma permanente se debe, en gran medida, a su incapacidad para eliminar las CSC.
Por lo tanto, es crucial identificar nuevos farmacos que puedan eliminar las CSC con la

misma o mayor eficacia que las células diferenciadas.36-38

En este capitulo se evalué la eficacia de los nuevos compuestos en la inhibicién
del crecimiento y la viabilidad de células madre de RD, aisladas mediante la proteina
transmembrana CD133, un marcador distintivo para seleccionar las CSC en el RD. Las
células se clasificaron en grupos CD133+ (que expresan CD133) y CD133- (que no
expresan CD133), y se cultivaron hasta formar rabdosferas. Luego, se trataron con 6-10,
y se midid la viabilidad con el ensayo CellTiter-Glo® 3D. La ciclofosfamida (CF), la

salinomicina (Sal) y el cisplatino (CDDP) se incluyeron con fines comparativos.

Tabla 2.13. Valores de ICso (uM) determinados en células RD.CD133+ y RD.CD133- mediante
ensayo CellTiter-Glo® 3D.

ICso (UM)2P 6 7 8 9 10 CDDP Sal CF
19+ 30 24+ 47+ 39+ 0,8+ 592 +

RD.CD133- 5 6 3 3 12 12+ 3 0.2 %0
12+ 27+ 17+ 45+ 3,1+ 0,5% 455 +

RD.CD133+ 4 5 5 6 0.8 153 0.1 90

al os esferoides se trataron durante 72 h. °Los datos representan la media + DE de, al menos,
tres experimentos independientes.
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En la Tabla 2.13 se resumen los valores ICsy, donde se observa que los nuevos
complejos de osmio mostraron una sensibilidad similar en ambas poblaciones de RD
(CD133+ y CD133-).

Microscopia confocal de esferoides RD.CD133+

Finalmente, para visualizar el efecto del compuesto 10 en esferoides RD.CD133+,
se tifieron esferoides representativos tratados y no tratados con Calceina AM (etiqueta de
células vivas), yoduro de propidio (tifie las células con la integridad de la membrana
alterada) y Hoechst 33258 (tifie todos los nucleos celulares). En la Figura 2.29 se puede
observar que los esferoides expuestos al complejo de osmio difieren del control no tratado
en tamafio, integridad e intensidad del yoduro de propidio. Las muestras tratadas son mas
pequenas que el control, y la desintegracion del esferoide es evidente en el caso de que
la concentracién aplicada sea 10 uM. Por su parte, mientras que en el esferoide no tratado
una pequefa parte de las células muestra positividad al yoduro de propidio, en los tratados
se observa un marcado aumento del numero de células con la integridad de la membrana

perturbada.

C D

Yoduro de
propidio Calceina AM Hoechst

Fusion

Figura 2.29. Microscopia confocal de esferoides de RD expuestos al compuesto 10. Los esferoides
se tifieron con colorante Hoechst 33258 (Hoechst), Calceina AM y yoduro de propidio. A) Control
no tratado; B) esferoide tratado con 10 (5 uM, 72 h); C y D) esferoides tratados con 10 (10 uM, 72
h). Las imagenes se obtuvieron como la proyeccion maxima de 10 z-stacks.
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2.4. Resumen

En el presente capitulo se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacion de cinco
nuevos areno-complejos de Os(ll) de tipo [Os(p-cimeno)(N*N’)CI]PFe, utilizando como
ligando quelato NAN derivados de 2-(1-aril)-1,2,3-triazol-4-il)benzotiazol. Todos los
compuestos han sido caracterizados mediante diversas técnicas estructurales,
obteniéndose las estructuras cristalinas de 8 y 10. Ademas, se han determinado sus
propiedades fotofisicas, analizando la influencia del caracter electrodonador y

electroaceptor del sustituyente -R en el ligando N”N.

Se ha llevado a cabo el estudio de la estabilidad de los compuestos en diferentes
condiciones. La estabilidad de los mismos en DMSO se confirmé mediante espectroscopia
UV/Vis. Por su parte, el estudio de hidrdlisis reveld que, cuando el porcentaje de agua es
del 33 %, los compuestos no sufren hidrdlisis; mientras que, cuando el porcentaje de agua
se eleva al 95 %, el complejo 10 alcanza un porcentaje de hidrdlisis del 76 %. También se
ha analizado la interaccion de los compuestos con la seroalbumina, observandose
diferencias significativas al modificar el sustituyente -R del ligando N*N. Asi, el compuesto

10 es el que mas interacciona con la proteina.

Los estudios in vitro realizados en un panel de lineas celulares revelaron que los
compuestos presentan citotoxicidad moderada frente a las células cancerosas, siendo el
mas activo el complejo 10. El estudio de su mecanismo de accién en células de
rabdomiosarcoma demostré que se acumula de forma inespecifica en los diversos
organulos (lisosomas, reticulo endoplasmatico y mitocondrias) y provoca dafio
mitocondrial, alterando su morfologia. EI compuesto 10 induce la muerte celular de las
células de RD por apoptosis y provoca la detencion del ciclo celular en la fase G1.
Finalmente, se estudiaron los complejos 6-10 en células madre cancerosas de RD en
forma de esferoides 3D, encontrandose que son igual 0 mas eficaces que en las células

diferenciadas.
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Complejos ciclometalados de Os(ll) con actividad
antiproliferativa que alteran la homeostasis del calcio
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3.1. Introduccién

El éxito de los farmacos de platino propicié el desarrollo e investigacion de los
compuestos de rutenio y osmio como alternativas prometedoras para el tratamiento del
cancer, gracias a sus intrinsecas propiedades fisicoquimicas."? Hasta ahora se han
disefiado numerosos compuestos de osmio con estructura tipo semi-sandwich, utilizando
diferentes ligandos y tipos de enlaces.>® También se han preparado compuestos de osmio
de tipo polipiridilo que han demostrado ser eficientes fotosensibilizadores para la terapia
fotodinamica.®"" Sin embargo, hasta la fecha, existen pocos ejemplos de complejos
octaédricos ciclometalados con estequiometria [Os(C*N)(NAN).]*.">'3 Entre estos destaca

[Os(ppy)(phen).]*, el cual induce estrés en el reticulo endoplasmatico. '

Con el fin de explorar las propiedades antiproliferativas y el mecanismo de accién
de los compuestos de Os(ll) del tipo [Os(CAN)(N*N).]*, el presente capitulo se centra en
la sintesis y caracterizacion de nuevos complejos con dicha estructura. En ellos el ligando
C~N contiene un nucleo de benzimidazol, ampliamente utilizado por sus propiedades
farmacoldgicas,'®'” mientras que el ligando N*N es la 2,2’-bipiridina (bpy) o la dipirido[3,2-
d:2',3'-fl]quinoxalina (dpq) (Figura 3.1). El ligando CAN incorpora un grupo éster que
permite posteriores funcionalizaciones y, ademas, se han introducido diferentes

sustituyentes en el grupo arilo del ligando C*N, con el objetivo de establecer relaciones

o]
N N
QOO
N N
20

N— CF;

estructura-actividad.

MeO

Complejo HCAN N~AN

15 1 bpy
16 1 dpg
17 13  bpy
18 13 dpg
19 14  bpy
20 14 dpq

Figura 3.1. Estructura general de los complejos sintetizados en este capitulo.
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Finalmente, se presentan los resultados de la actividad antiproliferativa de los
nuevos compuestos frente a un panel de células cancerosas humanas, y se describe su

mecanismo de accion en células de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231).
3.2. Resultados y discusion
3.2.1. Sintesis y caracterizacion de los proligandos

En primer lugar, se disefiaron y sintetizaron dos nuevos proligandos basados en
nucleos de benzimidazol conjugados con un anillo de bifenilo que, a su vez, presenta
sustituyentes dadores o retiradores de electrones (13 y 14, Figura 3.1). También, se
preparé el proligando 11, previamente descrito por nuestro grupo de investigacion.'’:18
Todos ellos presentan un grupo éster que permite su posterior funcionalizacion, por

ejemplo para dirigirlos a una diana especifica o para incluir un croméforo organico.'®%°

Los proligandos se obtuvieron siguiendo varias etapas de reaccion. Para la
obtencion de la diamina (3-amino-4-butilamino)benzoato de metilo se siguieron tres pasos
de reaccién (Esquema 3.1). La sintesis comienza con una esterificacién de Fischer,
seguida de una aminacién y, en ultimo lugar, una reaccion de reduccidon para obtener la

diamina empleada como precursora en la preparacion de los proligandos.'”®

o] o} ) @)
SR S GET A S S
Cl Cl l\tk H

Esquema 3.1. Procedimiento de sintesis de 3-amino-4-(butilamino)benzoato de metilo.
Condiciones de reaccion: 1) H2SO4 (cat), MeOH, 65 °C, 24 h; 2) BuNHz, EtsN, CH2Clz, t.a., atm. N2,
72 h; 3) Zn (polvo), HCOONHa4, AcOEt/MeOH (4:1, v:v), 50 °C, atm. N2, 48 h.

A continuaciéon, se llevd a cabo una reaccion de condensacidon mediante un
procedimiento adaptado de la bibliografia?' entre la diamina obtenida y el correspondiente
aldehido en una mezcla de agua:etanol 1:1 (v:v), en presencia de NaHCO3; a 80 °C durante
24 h para obtener el proligando 11 y el intermedio 12 (Etapa 1, Esquema 3.2). Finalmente,
se obtuvieron los proligandos 13 y 14 a través de una reaccion de acoplamiento cruzado
C-C de tipo Suzuki entre el intermedio 12 y el acido bordnico correspondiente (Etapa 2,
Esquema 3.2), en una mezcla de tolueno:H.O:EtOH 3:2:1 (v:viv), en presencia de
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) como catalizador a 120 °C durante 1 h en un microondas

de reaccion.
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R:- -Br (12)
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Esquema 3.2. Sintesis de los proligandos HC*N de tipo benzimidazol. 1) NaHSOs, EtOH/H20, 80
°C, 18 h; 2) K2COgs, [Pd(PPhs)4], 120 °C, MW, Tolueno:H20:EtOH 3:2:1 (v:v:v).

Los nuevos proligandos se caracterizaron mediante diferentes técnicas: resonancia
magnética nuclear de proton ("H-RMN) y carbono ("*C-RMN) (Figuras A2.1-A2.6), analisis
elemental y ESI-MS (Figuras A2.18 y A2.19).

Espectroscopia UV/Visible de absorcion y de emision

Por otra parte, se registraron los espectros de absorcion UV/Vis y de emisién de
los dos nuevos proligandos (13 y 14) en acetonitrilo a una concentracion de 10 yM. En la
Figura 3.2 se observa que el caracter dador de electrones del sustituyente dimetilamino
(13) conduce a un pequefo desplazamiento batocrémico de la banda de menor energia
del espectro de absorcidén, en comparacion con su analogo del grupo trifluorometilo (14).
Al comparar sus espectros de emision, se observa que el compuesto 13 experimenta un
desplazamiento batocrémico significativo respecto a 14, alcanzando su maximo de

emision a 509 nm.

50000- 1,04
1]
he]
©
N
T N/ :
E 25000 — 13 'g 0,54 — 13
E 14 14
— c
w Rl
0
£ !
w
c L L] T 1 0 1 L] L)
200 250 300 350 400 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 3.2. Espectros de absorcién y emision de los nuevos proligandos 13 y 14.
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En la Tabla 3.1 se recogen los valores de los maximos de las bandas de absorcion
(Aabs) Y su coeficiente de extincion molar (g), las longitudes de onda de excitacion (Aex) y

los maximos de emision (Aem) de los nuevos proligandos.

Tabla 3.1. Propiedades fotofisicas de los proligandos en acetonitrilo.

Ligando  Aas (nm) (g, M'cm™) Aex (nM)  Aem (nM)
13 237 (38290) 307 (31020) 315 509
14 249 (47150) 302 (11200) 300 352

Los espectros de emision de los ligandos se registraron en disolventes de distinta
polaridad con el fin de analizar la naturaleza del estado excitado. Los disolventes utilizados
fueron: tolueno (2,1), cloroformo (4,1), acetonitrilo (5,8) y DMSO (7,2). En la Figura 3.3 se
puede observar que el ligando 13, a diferencia del 14, sufre un desplazamiento
batocrémico de su maximo de emision al aumentar la polaridad del disolvente. Este efecto
solvatofluorocromico se explica por el fuerte caracter ICT del estado excitado de este

compuesto.?223

1,01 109 v
© ©
K.} o
© ©
N N
©
g — Tolueno E — Tolueno
8 0,54 Clorofo_rn_ﬁo g 0,54 Cloroformo
s — Acetonitrilo S — Acetonitrilo
G DMSO 2 DMSO
5 |/ i
c T T Vl c T T T 1
400 500 600 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

Figura 3.3. Espectros de emisién de los proligandos 13 (izquierda) y 14 (derecha) en disolventes
de distinta polaridad. 13: Aex= 315 nm; 14: Aex= 300 nm.

3.2.2. Sintesis de los complejos de Os(ll)

Los complejos 15-20 se obtuvieron mediante un procedimiento de dos etapas
adaptado de la bibliografia.'” En la primera etapa se hizo reaccionar el dimero de osmio
[{Os(n®-p-cimeno)CI(u-Cl)}2] con el proligando HCAN correspondiente (11, 13-14), en
presencia de un exceso de triflato potasico y acetato potasico, en acetonitriio a 80 °C
durante 1 h bajo microondas (Etapa 1, Esquema 3.3). En la segunda etapa, se obtuvieron
los complejos 15-20 mediante la reaccion del intermedio [Os(n®-p-cimeno)(CAN)(CHsCN)]*
con el ligando N*N (bpy o dpq) en metanol a 65 °C durante 30 minutos bajo microondas
(Etapa 2, Esquema 3.3).
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1)
(0]
\O)UN )
A\ + 1/2 [Os(p-cim)Cly)],
b
R

1:R=H
13: R= p-NMezceH4
14: R= p'CF3C6H4

2)

Esquema 3.3. Procedimiento de sintesis de los complejos 15-20. Condiciones de reaccioén: 1)
KOAc, KOTf, CH3CN, 80 °C, 1 h, MW. 2) MeOH, 65 °C, 30 min, MW.

Con el fin de dilucidar la estructura del intermedio de reaccién, se monitorizo la
reaccion del complejo 15 mediante "H-RMN en CDsCN. En la Figura 3.4, se presentan los
espectros de proton del dimero, el intermedio de reaccion y el complejo 15. En el espectro
del intermedio aparecen las sefales de los metilos correspondientes al anillo de p-cimeno
como dos dobletes, debido a la pérdida de simetria. Ademas, la introduccion de los

ligandos de bipiridina provoca un desplazamiento a campo alto de la sefial del grupo éster.

Complejo 15

s ‘

[Os(p-cim){(C*N)(CH,CN)]*

W L
[Os(p-cim)Cl,)], l ‘LJU

T ) T T T ) T T
8 6 4 2 0

Figura 3.4. "H-RMN del complejo 15, su intermedio de reaccion y el dimero de osmio en CD3CN.
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3.2.3. Caracterizacion de los nuevos complejos

Todos los complejos sintetizados se caracterizaron mediante diferentes técnicas:
espectroscopia de resonancia magnética nuclear ('H-RMN, DEPT-135, *C-RMN), ESI-
MS y analisis elemental (Figuras A2.7-A2.17 y Figuras A2.20-A2.25).

Espectroscopia de RMN

Los espectros de 'H-RMN de los mondmeros de osmio muestran las sefiales
caracteristicas esperadas. A modo de ejemplo, en la Figura 3.5, se presenta el espectro
del complejo 15 en CD3CN a temperatura ambiente. En todos los compuestos, el metilo
del grupo éster aparece como un singlete que integra tres protones alrededor de & 3,75
ppm. El grupo butilo origina cuatro sefiales caracteristicas: tres multipletes a 6 4,75, 2,0y
1,45 ppm, y un triplete en torno a & 0,95 ppm. Ademas de estas sefales comunes, los
espectros de los complejos 17 y 18, que contienen el grupo dimetilamino en el ligando

C”N, muestran un singlete que integra a 6 protones en torno a & 3,0 ppm.

H,

H,

Hy

~
<!
j

Figura 3.5. Espectro de 'H-RMN de 15 en CDsCN, en el que destacan las sefiales mas
caracteristicas de estos complejos.

Espectrometria de masas y analisis elemental

Con el fin de completar la caracterizacion, se obtuvieron los datos de analisis
elemental y los espectros de masas de los complejos mediante espectrometria de masas
por insercion directa con ionizacion por electrospray en modo positivo (ESI+). En todos los

casos, se observd un pico correspondiente al ion molecular y el cual muestra perfil
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isotdpico esperado. En la Tabla 3.2 se recogen dichos datos, junto con los de analisis
elemental, que son concordantes con las formulaciones propuestas y confirman la pureza

superior al 95 %.

Tabla 3.2. Valores de masas y de analisis elemental obtenidos de los compuestos preparados.?

Anidlisis elemental (%) ESI-MS
Compuesto
C H N S Fragmento m/z

50,14 3,86 8,52 3,41 811,2449
15 [M-OTfT*

(50,10) (3,68) (8,76) (3,34) (811,2431)

51,72 3,07 12,59 2,79 963,2564
16 [M-OTH]*

(51,88) (3,17) (12,61) (2,84) (963,2554)

53,49 4,06 9,13 3,13 930,3078
17 [M-OTH]*

(53,47) (4,11) (9,09) (2,97) (930,3166)

54,61 3,62 12,55 2,72 1082,3292
18 [M-OTH]*

(54,67) (3,60) (12,52) (2,61) (1082,3289)

51,11 3,39 7,36 2,96 955,2641
19 [M-OTH]*

(51,17) (3,47) (7,62) (2,91) (955,2618)

52,53 2,93 11,01 2,62 1107,2747
20 [M-OTf*

(52,63) (3,05) (11,16) (2,55) (1107,2741)

aValores tedricos calculados entre paréntesis

3.2.4. Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

La estructura molecular del complejo 17 se confirmé mediante difraccion de rayos
X de monocristal. Los monocristales se obtuvieron a través de la difusion lenta de éter
etilico en una disolucion saturada del compuesto en diclorometano. La toma de datos y el
refinamiento de la estructura cristalina fueron realizados por la Dra. Delia Bautista Cerezo,
del SAI de la Universidad de Murcia. La Figura 3.6 muestra la estructura cristalina,
mientras que la Tabla 3.3 recoge parte de los datos cristalograficos del complejo 17,
incluyendo las dimensiones de la celdilla unidad. El resto de los datos del analisis

cristalografico se encuentran recogidos en la Tabla A2.1.

La estructura de rayos X confirma de manera inequivoca la estequiometria
propuesta. El complejo presenta una geometria octaédrica alrededor del atomo de osmio,
con los cuatro atomos de nitrdgeno de los dos ligandos bpy (N1-N4) y las dos posiciones
restantes ocupadas por el ligando ciclometalado. Esta estructura cristalina es la primera

que se obtiene para el osmio y esta estequiometria. Sin embargo, las distancias de enlace
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Os-Nppy (2,0334-2,1210 A) y Os-C15 (2,048(2)) son similares a las observadas en
complejos ciclometalados analogos de Ru(ll)."” Asimismo, la influencia trans del atomo de
C o unido al metal se manifiesta en una mayor distancia del enlace Os-N2 (2,1210(18) A)

en comparacion con el resto.

Figura 3.6. Estructura cristalina del compuesto 17. Para mayor claridad se omiten los atomos de
hidrégeno y el contraion. Distancias de enlace (A): Os-N1: 2,0495(19); Os-N2: 2,1210(18); Os-N3:
2,0334(18); Os-N4: 2,040(2); Os-N5: 2,0727(18); Os-C15: 2,048(2). Angulos (°): N(3)-Os(01)-N(4):
78,23(7); C(15)-0Os(01)-N(5): 77,46(8); N(1)-Os(01)-N(2): 77,01(7).

Tabla 3.3. Datos cristalograficos del complejo 17.

Sistema cristalino Triclinico Grupo espacial P-1
Formula empirica  C4sH4sF3N7Os0sS Volumen (A3)? 2566,51(16)
Dimensiones de la celdilla unidad?®
a(A) 13,5749(5) a(°) 84,3400(10)
b (A) 14,0139(5) B (°) 71,0520(10)
c(A) 16,0407(6) Yy (°) 62,2910(10)

3Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar de la medida.

En cuanto a las interacciones intra- e intermoleculares, la estructura cristalina del
complejo 17 revela la presencia de puentes de hidrogeno intramoleculares entre el atomo
de hidrégeno H(11A) del grupo butilo del benzimidazol y el atomo de oxigeno O(55) del
anion triflato, asi como entre el atomo de nitrdgeno N(5) del anillo de benzimidazol y el
hidrégeno H47 del anillo de bipiridina. De igual forma, el empaquetamiento en la estructura

del complejo esta organizado mediante enlaces de hidrégeno intermoleculares, los cuales
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se detallan en la Tabla 3.4. A modo ilustrativo, en la Figura 3.7 se muestra el enlace de
hidrégeno que se establece entre el atomo H39 del anillo de bipiridina de un catién y el

atomo de oxigeno (O1) del grupo éster del cation vecino.

Tabla 3.4. Enlaces de hidrogeno observados en la estructura cristalina del complejo 17.

D-H..A d(D-H) (A) d(H...A)(A) d(D...A)(A)  <(DHA) (")
C(9)-H(9A)...F(49)° 0,98 2,62 3,497(4) 148,9
C(11)-H(11A)...O(55) 0,99 2,53 3,397(4) 146,2
C(34)-H(34)...0(53)° 0,95 2,35 3,239(3) 155,2
C(39)-H(39)...0(1)° 0,95 2,56 3,202(3) 1255
C(41)-H(41)...0(55)° 0,95 2,63 3,506(4) 152,7
C(44)-H(44)...0(55)° 0,95 2,65 3,480(4) 1458
C(47)-H(47)..N(5) 0,95 2,64 3,188(3) 17,1

Transformacién de simetria utilizada para generar los atomos equivalentes: 2x, y, z-1; b-x+1,
-y+2,-z+1; °x, y-1,z; 9 -x+2, -y+1, -z+1.

Figura 3.7. Interacciones C-H---O en el cristal de 17 indicadas con lineas discontinuas rojas. Se
han omitido los contraiones por claridad.

3.2.5. Espectroscopia de absorciéon UV/Vis

Los espectros de absorcion UV/Vis de los complejos 15-20 se registraron en

DMSO vy acetonitrilo a una concentracion de 10 yM a temperatura ambiente (Figura 3.8).

Todos los complejos son absorbentes pancromaticos, tanto en DMSO como en
acetonitrilo, ya que presentan absorcién continua de 200 a 950 nm. Las bandas de

absorcion intensas entre 200 y 400 nm (£~120000-60000 M-'cm™") pueden atribuirse a
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transiciones electrénicas 1-1m* de los ligandos ciclometalados y N*N-dadores. Las bandas
de absorcidon moderadamente intensas en el rango visible (370-630 nm) podrian asignarse
a transiciones de transferencia de carga metal-ligando (MLCT) permitidas por la regla
espin, mientras que las bandas de absorcion *MLCT débiles y anchas, y prohibidas por el
espin, se observan en la region NIR (630-900 nm) como consecuencia del acoplamiento
espin-orbita del atomo pesado de Os(l1).24?5 Las modificaciones estructurales del ligando
C”N tuvieron un efecto moderado en los espectros de absorcién UV/vis de los complejos.
Sin embargo, la presencia del ligando dpq produce un aumento en la intensidad de

absorcion de la banda MLCT, en comparacion con sus analogos que contienen el ligando

bpy.
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Figura 3.8. Espectros de absorcion UV/Vis de 15-20 (10 uM) en: A) acetonitrilo y B) DMSO a
temperatura ambiente. En ambos casos se muestra una ampliacion de 600 a 1000 nm.

En la Tabla 3.5 se recogen los maximos de absorcion de los complejos y su

coeficiente de extincion molar.

Tabla 3.5. Longitudes de onda de absorcidn (Aabs) y coeficiente de extincion molar (¢) de los
complejos en acetonitrilo y DMSO.

Comp. Disolvente Aabs (NM) (g, M-'cm1)

CH:CN 249 (51520), 296 (60490), 562 (10220)

15 SO 258 (41530), 300 (65550), 373 (10920), 439 (12280),

566(11600)

6 CH:CN 258 (88870), 288 (49920), 554 (13020)
DMSO 261 (100620), 296 (60840), 558 (16560)

. CH:CN 249 (38270), 298 (55920), 360 (16250), 431 (9160), 567 (7590)
DMSO 258 (42960), 302 (75550), 365 (22720), 455" (11330), 568
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(10540)
CHsCN 258 (104710), 299 (70410), 560 (15230)
18 DMSO 261 (102130), 303 (73550), 460" (13670), 569" (16070), 584
(14610)
248 (62200), 297 (66910), 361 (17210), 501 (9190), 563
CH3CN
19 (10060)
258 (46650), 300 (64640), 375 (15020), 438" (12760), 568"
DMSO
(9170)
20 CHsCN 258 (117140), 293 (61250), 554 (5200)
DMSO 261 (98620), 298 (57010), 438" (12170), 563" (14180)

3.2.6. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad

Tras completar la caracterizacién estructural y espectroscépica de los nuevos
complejos, y antes de examinar sus propiedades bioldgicas, se llevaron a cabo estudios
de estabilidad y fotoestabilidad. En primer lugar, se investigd la estabilidad de los
complejos (10 uM) en DMSO tras 48 h a temperatura ambiente y en medio de cultivo
DMEM (5 % DMSO), suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS). Para ello,
se registré el espectro UV/Vis a tiempo inicial y tras 48 h de incubacién a 37 °C. En la
Figura 3.9 y en las Figuras A2.26-A2.27 se puede observar que todos los complejos son
estables en las condiciones ensayadas, pues los espectros de absorciéon UV/Vis

permanecen sin cambios significativos.
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Figura 3.9. Espectro de absorcion del complejo 17 DMSO (izquierda) at=0y 48 h y en DMEM (5
% DMSO) suplementado con 10 % FBS (derecha) tras 48 h a 37 °C.

Ademas, con el fin de evaluar su posible aplicacion en PDT, se comprobd la
fotoestabilidad de los complejos mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis tras la
irradiacion con luz verde (520 nm, 2 mW/cm?) (Figura 3.10 para 17 y 20 y Figura A2.28
para el resto). En la Figura 3.10 se puede observar que no se producen alteraciones en
las bandas de absorcion de ninguno de los compuestos, demostrando asi su

fotoestabilidad en dichas condiciones.
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Figura 3.10. Espectros de absorcién de los complejos 17 y 20 (10 yM) en DMSO at=0yat=2h
tras irradiacién de luz verde (520, 2,0 mW/cm?).

3.2.7. Interaccion con la seroalbumina

A continuacion, se llevo a cabo el estudio de la interaccién de los complejos de
osmio con la HSA. En primer lugar, y tal y como se realizé en el Capitulo 2, se investigo si
los compuestos siguen un unico mecanismo de extincién al interaccionar con la
proteina.?®?” Para ello, se registro el espectro de emision de la HSA (2,5 uM) tras la adicion
de cantidades crecientes de los complejos (0-25 uM; Figuras 3.11 y A2.29), y se aplicé la
ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacién 2.1). En la Figura 3.13 se observa que, en todos los
casos, la grafica de Fo/F frente a la concentracion presenta una relacién lineal, lo que

evidencia la existencia de un Unico mecanismo de extincién.2®
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Figura 3.11. Espectro de emision de la HSA (2,5 yM) en presencia de cantidades crecientes de los
complejos 17-20 (0-25 yM). El aumento de la concentracién se produce de arriba abajo.
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Para determinar si el mecanismo de extincidon es de naturaleza estatica o dinamica,
se estudié la variacion del espectro de absorcion de la HSA (1 uM) en presencia de un
equivalente de los complejos. En la Figura 3.12 se observa que, en todos los casos, se
produce una disminucién de la banda a 210 nm acompanada de un desplazamiento
batocromico, lo que indica que el mecanismo de extincidn es estatico. Esto sugiere que el
compuesto interactia con el estado basal de la HSA, formando un complejo que induce

una modificacion observable en el espectro de absorcion.?®
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Figura 3.12. Espectro de absorcion de la HSA (1 uM) tras adicionar un equivalente de cada uno de
los complejos 15-20.

Finalmente, para conocer los parametros de enlace de los complejos con la HSA,
se aplicd la ecuacion de Scatchard (Ecuacion 2.2).28 El grafico de log[(Fo-F)/F] respecto

al log[C] para los complejos 15-20 se muestra en la Figura 3.13. Por su parte, en la Tabla
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3.6 se recogen los valores de la constante de extincion de la fluorescencia o constante de
Stern-Volmer (Ksy), la constante de enlace (Ks) de los complejos 15-20 con la

seroalbumina, asi como el niumero de sitios de unién (n).

Stern-Volmer Scatchard
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Figura 3.13. Representaciones de las ecuaciones de Stern-Volmer y Scatchard de la extincion de
la fluorescencia de la HSA en presencia de los compuestos 15-20.

Tabla 3.6. Valores de Ksv, Kg y n obtenidos de la interaccion de 15-20 con la HSA.

Complejo Ksy (M)-10° Kz (M")-10* n

15 1,06 1,35 0,81
16 1,16 1,32 0,79
17 3,74 73,9 1,06
18 2,63 14,6 0,95
19 2,10 3,02 0,81
20 1,79 2,18 1,02

El elevado valor de la constante de Stern-Volmer (~10°) sugiere que los complejos
se unen efectivamente a la HSA. Al analizar los resultados se observa un mismo patrén
para los complejos que contienen la bipiridina (17>19>15) y los que contienen la dpq
(18>20>16). Resulta interesante mencionar que los complejos que presentan en su
estructura el sustituyente electrodador (-NMez) exhiben los mayores valores de dicha
constante, seguidos de los complejos con el sustituyente electroaceptor (-CF3) y, por
ultimo, los complejos sin sustituyente. Ademas, en los complejos con sustituyentes (17-
20), el orden de los valores de la constante de Stern-Volmer y la constante de enlace (Kb)

esta directamente relacionado con su efectividad como agente antitumoral (Tabla 3.7).

3.3. Estudios biolégicos

Uno de los objetivos del presente capitulo fue evaluar el potencial de los nuevos

compuestos de Os(ll) como agentes antitumorales. Para ello, se llevaron a cabo estudios
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in vitro, los cuales fueron realizados por el grupo de investigacion del Prof. Dr. Viktor

Brabec del Instituto de Biofisica de la Republica Checa.

3.3.1. Viabilidad celular

Primero, se determinaron los valores ICso de 15-20 y del cisplatino en las lineas
tumorales HelLa, HCT116, MDA-MB-231, fibroblastos de pulmén sano (MRC5pd30) y

Capitulo 3

células epiteliales de préstata sanas (PNT1A), tras 72 h en condiciones de oscuridad.

Tabla 3.7. Valores de ICso (uM) obtenidos para 15-20 y CDDP en un panel de lineas celulares

humanas, tras 72 h de incubacién en la oscuridad determinado mediante ensayo MTT.2

Complejo HeLa HCT116 MDA-MB-231 MRC5pd30 PNT1A

15 0,87 +0,14 0,34 £ 0,11 0,26 + 0,04 0,46 £0,05 0,19+0,02

16 0,82+0,12 0,17 £0,04 0,19 £ 0,03 0,21+0,03 0,08 +0,01

17 0,58+0,13 0,12+0,03 0,08 + 0,02 0,199+0,01 0,13+0,03

18 0,63+0,06 0,46+ 0,08 0,28 + 0,03 0,22+0,02 0,40+0,02

19 0,74 +0,70 0,31+0,03 0,31 0,03 0,47+£0,02 0,31+0,01

20 1,09+0,11 0,71 +0,05 0,96 + 0,04 0,68 £0,15 0,57 +0,02
CDDP 14 +2 9+2 212 12+ 1 24+0,2

alos datos representan la media + DE de, al menos, tres experimentos independientes, cada
uno realizado por triplicado.

Los complejos presentan valores de ICso del orden nanomolar, notablemente
inferiores a los obtenidos con cisplatino. EI complejo 17, que contiene bpy como ligando
NAN dador y el sustituyente p-NMe2CsHas en el ligando C*N, resulté ser el mas potente de
la serie. EI complejo 20, con dpg como ligando N”N y el sustituyente p-CF3:CsH4 en el
ligando C”N, fue el menos activo en todas las lineas celulares, aunque marcadamente
mas potente que el cisplatino. Los estudios de viabilidad en células sanas revelaron que
los complejos de osmio no fueron selectivos, sino que resultaron potentes tanto contra las

células no cancerosas como contra las cancerosas.

El ensayo MTT mide el metabolismo celular en curso, pero no discrimina entre la
citotoxicidad y efecto citostatico. Para determinar si los complejos inhiben la proliferacion
celular o provocan su muerte, se realizé un ensayo de exclusion con azul tripan, que evalla
la citotoxicidad mediante la medicion directa del numero de células muertas o dafadas.
Las células MDA-MB-231 se trataron con 17 o 20, luego se cosecharon en determinados

intervalos de incubacion, se tifieron con azul tripan y se contaron (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Perfil de crecimiento de células MDA-MB-231 no tratadas o tratadas con 17 o 20. Las
células se trataron con las concentraciones equitdxicas de los compuestos correspondientes a
ICs0,72n 0 3%1Cs0,72n, determinadas mediante MTT.

Tal y como se indica en la Figura 3.14, los complejos inhibieron eficazmente la
division celular y el crecimiento de la poblacion celular, sin mostrar toxicidad significativa
en las células MDA-MB-231 (Figura A2.30). Incluso después de 96 h de incubacion, el
numero de células muertas fue relativamente bajo (10-20 %, Figura A2.30). Por lo tanto,
se puede confirmar que los complejos no son toxicos, sino fuertemente antiproliferativos.
Aunque las células no estaban muertas, su morfologia se vio afectada significativamente
por el tratamiento con 17 y 20, especialmente a tiempos mas largos y/o concentraciones
mas altas (Figura 3.15).

24 h

Figura 3.15. Imagenes de contraste de fases de MDA-MB-231 sin tratamiento (C) y con 17 0 20 a
distintos tiempos y concentraciones. Para una mejor resolucion, los dos paneles de la derecha
muestran una seccion ampliada de la imagen de las células no tratadas (C) y de las células tras el
tratamiento con 17 (ICso), ambas a las 72 h. La barra de escala representa 50 pym.
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En la Figura 3.15 se observa que las células no tratadas mostraban una morfologia
alargada y fusiforme con grandes lamelipodios salientes. Tras el tratamiento, las células

adquieren una forma redondeada con lamelipodios mas cortos.

3.3.2. Efecto antiproliferativo de los complejos en cultivos celulares 3D

Aunque los cultivos celulares en monocapa 2D son los mas utilizados para evaluar
la actividad bioldgica, los cultivos tridimensionales (3D) son un modelo mas representativo
para el cribado in vitro de farmacos contra el cancer.?>* Las células que crecen en cultivos
3D poseen caracteristicas similares a los tumores in vivo, como: la hipoxia, la interaccion
célula-célula, la penetracion del farmaco y la produccion/deposicion de la matriz
extracelular.3'2 Por ello, se probo el efecto de 17 y 20 en cultivos 3D de células MDA-MB-
231 (Figuras 3.16 y A2.31).

Figura 3.16. Esferoides de MDA-MB-231 sin tratar (A) o tratados con el complejo 17 a
concentraciones de 0,62 pM (B), 1,25 uM (C), 2,5 uM (D), el complejo 20 a 2,5 uM (E) y cisplatino
a 50 uyM (F). Las barras de escala representan 100 ym.

Las mamoesferas MDA-MB-231 mostraron una mayor sensibilidad a los complejos
de osmio en comparacion con el cisplatino convencional, siendo el complejo 17
significativamente mas potente que 20 (Figura 3.16 y Tabla 3.8). Estos resultados
confirman la tendencia de la actividad antiproliferativa observada en las células MDA-MB-

231 cultivadas en monocapa 2D (Tabla 3.7).

Tabla 3.8. Valores ICso (uM) obtenidos para 17 y 20 en mamosferas derivadas de MDA-MB-231,
determinados mediante el ensayo de viabilidad celular CellTiter-Glo 3D.

Complejo ICs0 (MM)?
17 0,82 + 0,05
20 22+0,1
CDDP 59+6

3L os datos representan valores medios + DE de tres experimentos independientes.

3.3.3. Determinacion de las especies reactivas de oxigeno intracelulares

Generalmente, la actividad redox de los complejos de Os(ll) se asocia con la
formacion de ROS en las células.®®* En este contexto, se han descrito previamente

compuestos de osmio que inducen estrés oxidativo en células cancerosas.**-* Por ello,
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se investigd la generacion de ROS por 17 y 20 mediante el ensayo CellROX Green. A
diferencia del menadiol (control positivo), los niveles de ROS en las células expuestas a
diferentes concentraciones de los complejos no fueron elevados (Figura 3.17). Esto
sugiere que es improbable que la produccion de ROS desempefie un papel en la actividad

biolégica de los nuevos complejos.

200004

®

2

o

o 6000-

c

(]

Q

n

@ 40004

]

=

=

g 20004

T

1]

°

® 0

c

3

£ &
OO

Figura 3.17. Niveles de ROS intracelulares en células MDA-MB-231. Las células se trataron con
los complejos 17 y 20 en distintas concentraciones durante 2 h en oscuridad.

3.3.4. Efecto sobre la homeostasis del calcio

Los efectos biolégicos deben estar relacionados con otro mecanismo diferente a la
generacion de ROS. Hasta la fecha, se han descrito varios compuestos de osmio y rutenio
que inducen muerte celular a través de la activacion de la via del estrés del RE,3°4! |o
que nos llevo a investigar la posibilidad de que los complejos de este capitulo también

actuasen segun este mecanismo.

El RE es un organulo celular crucial para la sintesis y maduracion de péptidos, la
sintesis de lipidos, la desintoxicaciéon de sustancias quimicas y el almacenamiento de
calcio (Ca?*).#? Los cambios en los niveles de Ca?* se consideran un marcador fiable del
estrés del RE,* ya que este estrés a menudo provoca la liberacion de Ca?* del lumen del
RE.** La liberacion de calcio del RE al citoplasma se estudio utilizando la sonda
fluorescente sensible al calcio Fluo-4 AM. En Figura 3.18 se puede observar que la
incubacién con los complejos de osmio provocé un aumento significativo de la
concentracion citoplasmatica de Ca?*, incluso tras un breve periodo de incubacion (2 h).
Ademas, este efecto dependié tanto de la concentracion (Figura 3.18A-B) como del
tiempo (Figura 3.18C), siendo el complejo 17 aproximadamente 10 veces mas eficaz que
el complejo 20. Esto sugiere que la actividad de los complejos puede estar relacionada

con la pérdida de la homeostasis del Ca?* y la interrupcién de su sefializacion.
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Figura 3.18. Nivel de calcio citoplasmatico en células MDA-MB-231 tras su tratamiento con 17 y 20
a distintas concentraciones. Las células se trataron con los complejos durante 2 h (A) 0 24 h (B) en
la oscuridad. (C) Comparacion de los valores obtenidos para concentraciones equipotentes de 17
y 20. Los valores representan la intensidad de fluorescencia (mediana) en relaciéon con el valor
hallado para las células no tratadas.

Sin embargo, la elevacion del Ca?* citoplasmatico podria estar relacionada con la
interferencia en sistemas de homeostasis del calcio, distintos al RE. Para respaldar la
hipotesis de que los complejos descritos en este capitulo inducen estrés en el RE, se
realizé6 una PCR cuantitativa de transcripcion inversa en tiempo real (QRT-PCR) de los
biomarcadores de estrés de RE en células MDA-MB-2314* tratadas con 17 y 20 (3%ICs072n).
Se utilizé el gen GAPDH como control de referencia endégeno, y las muestras de células
no tratadas como calibradores arbitrarios. En las Figuras 3.19 y A2.32, se observa que la
expresion de varios biomarcadores de esta via (Bip, Ero1-La, IRE1a y CHOP) se vio
afectada significativamente por los complejos de osmio, con niveles de ciertos ARNm entre
2,5-4,9, superiores a los encontrados en células no tratadas. El efecto dependié del tiempo
de incubacion, y fue muy similar para 17 y 20 en concentraciones equitdxicas (Figura
A2.32).
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Figura 3.19. qRT-PCR de los marcadores de estrés del RE en células MDA-MB-231, tratadas con
17 durante 24 h. La cuantificacion relativa de la expresion génica se calculé mediante el método 2-
AACt, los datos se sometieron a un analisis estadistico mediante la prueba t de Student, y se
observé una diferencia significativa (*p < 0,01) con respecto a las muestras de control no tratadas
(linea discontinua).

Para confirmar que los cambios en los niveles de ARNm se traducen en la
produccién de proteinas, se realizé un analisis de Western Blot. Los resultados mostraron
un aumento significativo en la expresion de los marcadores de RE seleccionados, con un
efecto dependiente tanto de la concentracién como del tiempo (Figuras 3.20 y A2.33). Los
analisis cuantitativos revelaron que Ire1a y CHOP aumentaron drasticamente, y que los
niveles de proteina en las células tratadas durante 24 h con concentraciones equitoxicas
(3%ICs0) de 17 y 20 aumentaron unas 15-20 veces (Ire1a), o incluso 130 veces (CHOP),
en comparacion con las células no tratadas. Esto sugiere que los complejos de osmio son

inductores eficientes de, al menos, dos marcadores de estrés de RE.

A 4h 14 h 24h B
C 051 5 05 1 5 05 1uM 17 20
IRE1a | —— — -'-’ C 4 14 24 4 14 24n
BIP . .| IRE1a R ——
ERO1 — CHOP — - - b
CHOP

* —= | GAPDH - evenupeneRe®

GAPDH —————-4

Figura 3.20. (A) Western Blot de marcadores de estrés de RE y GAPDH en células MDA-MB-231
no tratadas (C) o tratadas con el compuesto 17 a concentraciones de 0,5, 1 0 5 yM durante 4, 14 o
24 h. (B) Western Blot de marcadores de estrés de RE y GAPDH en células MDA-MB-231 no
tratadas (C) o tratadas con 17 0 20 a 3xICso,72n durante 4, 14 y 24 h.
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3.3.5. Pruebas de fototoxicidad

Finalmente, se evalud la fototoxicidad de los complejos en las siguientes lineas
celulares: Hela, cancer de esofago (OE33) y melanoma (A375). En la Tabla 3.9 se
presentan los valores de ICso tanto en condiciones de oscuridad como tras la irradiacion
con luz verde en normoxia. La actividad de los compuestos 15-20 se incrementd con la
irradiacién, destacando el compuesto 15 como el mas fotosensible (Pl~4). La
fotopotenciacion de estos compuestos podria representar una ventaja significativa, ya que

no mostraron selectividad hacia las células tumorales (Tabla 3.7).

Tabla 3.9. Valores ICso (UM) en células cancerosas HelLa, OE33 y A375 tratadas con 15-20 en la
oscuridad o tras irradiacién con luz verde (1 h, Amax= 533 nm, 7,7 £ 0,3 mW/cm?2) en condiciones de
normoxia (21 % Oz, 5 % COz).

HelLa OE33 A375
Comp.
Osc. Irrad. Osc. Irrad. Osc. Irrad.
15 26+04 0,6+0,1 09+01 021+0,06 08+0,1 0,19+0,02
,50 +
16 0,8+0,2 0,31£0,04 8 0,19+0,03 0,4+0,1 0,19+0,05
17 20+0,3 0,9+0,3 1,5+0,4 09+0,2 0,8+0,2 0,44 +0,08
18 1,0+£0,3 0,5+0,1 6+1 3,3+0,3 0,9+0,2 0,5+0,1
19 42+0,8 1,6+0,4 4 +1 2,0+0,6 0,8+0,2 0,6 +£0,1
20 2,0+0,6 1,5+0,5 6+1 5+1 1,4+0,1 1,4+0,3

alas células se trataron con 15-20 durante 1 h en la oscuridad, seguida de 1 h de irradiacién (o
sin irradiacién). Se evalué tras 70 h de incubacidn en medio libre de farmacos. Los resultados se
expresan como valores medios + DE de tres experimentos independientes, cada uno realizado
por triplicado.

Los valores de ICso también se determinaron en condiciones de hipoxia (3 % O3)
en células Hela. Todos los complejos presentan actividades significativas (Tabla 3.10) y
la irradiacién también produjo fotopotenciacién, aunque ligeramente inferior a la observada

en condiciones de normoxia.

Tabla 3.10. Valores ICso (UM) en células Hela tratadas con 15-20 en la oscuridad o tras irradiacion
de luz verde (1 h, Amax= 533 nm, 7,7 = 0,3 mW/cm?) en condiciones de normoxia (21 % Oz, 5 %
COz2) o de hipoxia (3 % Oz, 5 % CO2).

HeLa (normoxia)? HelLa (hipoxia)?
Complejo
Osc. Irrad. Osc. Irrad.
15 2604 0,6 +£0,1 3,004 1,5+04
16 0,8+0,2 0,31+ 0,04 0,7+0,1 0,6 +£0,1
17 2003 09+0,3 3,6+0,5 22+0,2
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18 1,0+£0,3 0,5+0,1 0,5+0,1 0,41+ 0,04
19 4,2+0,8 1,604 34+0,6 24+04
20 2006 1,5+£0,5 1,3+04 1,1+£0,2

alas células se trataron con 15-20 durante 1 h en la oscuridad, seguida de 1 h de irradiacion (o
sin irradiacion). El ensayo se evalud tras 70 h post-incubacién en un medio libre de farmacos.
Los resultados se expresan como valores medios + DE de, al menos, tres experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado.

3.4. Resumen

En el presente capitulo se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacién de seis
complejos octaédricos de osmio(ll) del tipo [Os(CAN)(NAN).JOTf, donde C*N es un ligando
basado en benzimidazol con sustituyentes dadores o aceptores, y N*N es la bpy o dpg.
Los compuestos se han caracterizado estructuralmente, obteniéndose la estructura
cristalina del compuesto 17, la primera descrita para este metal y esta estequiometria.
Ademas, se han estudiado sus propiedades fotofisicas, revelando que todos los

compuestos son absorbentes pancromaticos.

También se ha confirmado la estabilidad de los compuestos en condiciones de
oscuridad, tanto en DMSO como en medio de cultivo, asi como su fotoestabilidad tras la
exposicion a la luz verde. A su vez, se ha analizado la interaccién de los compuestos con
la HSA, revelando que aquellos que presentan el sustituyente electrodador (-NMe3)
muestran una mayor interaccion con la proteina, siendo el compuesto 17 el mas eficaz de

la serie.

Finalmente, se ha evaluado la actividad antiproliferativa de los nuevos compuestos
en lineas celulares de cancer en monocapa 2D y en esferoides tumorales multicelulares
3D, tanto en condiciones de oscuridad como bajo irradiacién con luz verde. Los resultados
demostraron que los nuevos complejos de Os(ll), especialmente el compuesto 17, son
significativamente mas potentes que el cisplatino. Ademas, se investigé el mecanismo de
accién de estos complejos, estableciéndose que, en condiciones de oscuridad, pueden
activar la via del estrés de RE en células cancerosas y alterar la homeostasis del calcio.
Es importante destacar que algunos de los nuevos complejos de Os(Il) mostraron una

ligera fotoactivacién en condiciones de hipoxia en células HelLa.

En resumen, este capitulo destaca el considerable y, en gran medida, inexplorado
potencial de los complejos de osmio en la quimioterapia del cancer, y proporciona indicios

sobre el mecanismo y las dianas de los compuestos ciclometalados de osmio.
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Complejos octaédricos ciclometalados de Ru(ll):
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4.1. Introduccién

Tal y como se ha mencionado en el Capitulo 1, uno de los requisitos fundamentales
de un buen fotosensibilizador es su capacidad para absorber dentro de la ventana
fototerapéutica, dado que las longitudes de onda en este rango son mas penetrantes y
menos perjudiciales para los tejidos sanos.” En este sentido, destacan los complejos
ciclometalados de Ru(ll), ya que el caracter anionico del ligando produce el
desplazamiento de la banda de absorcién MLCT hacia el rojo.??® La ciclometalacién
también reduce la energia de la banda de transferencia de carga metal-ligando (3MLCT) y
acorta el tiempo de vida del estado excitado en este tipo de complejos.* Sin embargo,
tienden a ser fotoquimicamente mas estables que sus analogos con un ligando NAN.5¢
Esta mayor fotoestabilidad, junto con su capacidad de absorcion dentro de la ventana
fototerapéutica, los convierte en potenciales agentes fotosensibilizadores para PDT con

longitudes de onda menos energéticas y mas penetrantes.

A pesar de las ventajas que presentan, los complejos ciclometalados de Ru(ll) han
sido bastante menos explorados que sus analogos con tres ligandos N”N para su
aplicacion en la terapia contra el cancer. Algunos de los ejemplos mas destacables ya se
han mencionado en el Capitulo 1, y han sido descritos por los grupos de investigacion de
McFarland (Figura 1.23)" y Gasser (Figura 1.24).° Estos compuestos resultaron ser
fotoactivables en el rojo y en el infrarrojo cercano, respectivamente. Por otro lado, nuestro
grupo de investigacion ha desarrollado recientemente compuestos de Ru(ll) de tipo
[Ru(CAN)(N”N)2]*, que presentan actividad con luz verde en condiciones de hipoxia (2 %
0.).% Este hecho es de suma importancia, ya que las células en estado de hipoxia se
encuentran alejadas de los vasos sanguineos, lo que reduce la acumulacion del
fotosensibilizador. Ademas, la eficacia de la PDT se ve reducida al disminuir la cantidad

de oxigeno molecular disponible.®

Figura 4.1. Estructura general de los compuestos preparados por nuestro grupo de investigacion.8
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Por todo ello, en el presente capitulo se detalla la sintesis y caracterizacién de
nuevos complejos de Ru(ll) con un ligando ciclometalado. Los nuevos compuestos,
analogos a los de Os(ll) descritos en el Capitulo 3, tienen una estructura de tipo
[RUu(CAN)(NAN).]*. El ligando C*N presenta un fragmento de benzimidazol (13 o 14) con
un grupo éster que puede ser util para futuras funcionalizaciones (biomoléculas,
cromaéforos organicos, etc.), y un sustituyente butilo en el atomo de nitrégeno que mejora
las propiedades lipofilicas, facilitando su entrada en las células. Ademas, también presenta
un grupo p-CF3CsHs 0 p-NMe2CeHs con el fin de estudiar como la modificacion de la
estructura afecta a su actividad. Por su parte, se han empleado como ligandos auxiliares
NAN bpy y dpq, siendo esta ultima la que mostré los mejores resultados en la serie de
Ru(ll) anteriormente preparada (Figura 4.1). Finalmente, se presentan los resultados
obtenidos en distintas lineas celulares, tanto en condiciones de oscuridad como tras la
irradiaciéon con luz verde, asi como el estudio del mecanismo de accidén del mejor

candidato.

Complejo HCAN N~N

21 14 bpy
22 13 bpy
23 14 dpq
24 13 dpq

Figura 4.2. Estructura general de los nuevos compuestos preparados en el presente capitulo.

4.2. Resultados y discusiéon
4.2.1. Sintesis de los complejos de Ru(ll)

Los complejos 21-24 se obtuvieron mediante un procedimiento similar al utilizado
en la sintesis de los complejos del Capitulo 3, con pequefias modificaciones.?'%'" En
primer lugar, se hizo reaccionar el dimero de rutenio [{Ru(n®-p-cimeno)CI(u-Cl)}2] con el
proligando HC”AN correspondiente, en presencia de exceso de triflato potasico y acetato
potasico, en acetonitrilo a 80 °C durante 1 h bajo microondas (MW). A continuacion, los
intermedios, sin purificacion adicional, se hicieron reaccionar con bpy o dpg en metanol a

65 °C durante 7 h para obtener los complejos 21-24.
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13: -NMe,
14: -CF3

Esquema 4.1. Procedimiento de sintesis de los complejos 21-24. Condiciones de reaccion: 1)
KOAc, KOTf, CH3sCN, 80 °C, MW, 1 h. 2) bpy o dpg, MeOH, 65 °C, 7 h.

4.2.2. Caracterizacion de los nuevos complejos

Todos los compuestos sintetizados se caracterizaron mediante diferentes técnicas:
espectroscopia de resonancia magnética nuclear ('H-RMN, "C-RMN, "°F-RMN vy
experimentos bidimensionales, Figuras A3.1-A3.28 del Anexo lll), HPLC-MS (Figuras
A3.19-A3.20) y analisis elemental. En la Figura 4.3 se puede observar la numeracion

utilizada para la asignacién de las resonancias de proton en los espectros de RMN.

27 oTf

2
21; R=-CF, 23; R=-CF;
22; R= -NMe, 24; R= -NMe,

Figura 4.3. Numeracion utilizada para la asignacion de las sefales por 'H-RMN.

Los mondmeros de rutenio presentan las senales caracteristicas esperadas. En
todos los casos se observaron las resonancias de los protones alifaticos correspondientes
al grupo butilo (& ~ 4,0, 1,95, 1,3 y 0,9 ppm) y al grupo éster (5 ~ 3,6 ppm) de los ligandos
basados en benzimidazol. Asimismo, la sefial caracteristica de los metilos del grupo -NMe:
en los complejos 22 y 24 se observo en torno a 8 2,9 ppm. En la Figura 4.4 se muestra la
region aromatica de los espectros de 'H-RMN de los complejos 21-24, para facilitar su

comparacion.
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En todos los compuestos se asigné el protdon Hi, como el adyacente al nitrégeno
del nucleo de benzimidazol, y el hidrégeno Hg, como el adyacente al carbono quelante del
ligando C”N. Por otro lado, las senales Hi2+H13 y Hi4+H15 de los complejos 22 y 24 sufren
un desplazamiento a campo alto en comparacion con las sefiales de los complejos 21 y
23, como consecuencia de la naturaleza electrodadora del sustituyente. Esta naturaleza
también afecta a las sefales de los protones Hg, Hio ¥ H11 identificadas a partir de los
experimentos {'H-'H}-COSY y {'H-'H}-NOESY. Ademas, la baja simetria del complejo,
debida al ligando ciclometalado asimétrico, se traduce en la aparicion de 16 senales
diferentes debidas a los ligandos bpy y dpq. Estas sefales se pudieron asignar a partir de
los perfiles de acoplamiento en los espectros bidimensionales en los complejos y
comparando estos perfiles entre los diferentes complejos de la serie (Figura A3.29). Cabe
mencionar que las resonancias de protdn Hie (en 21y 22) y Hig (en 23 y 24) son las que

se encuentran mas desapantalladas, debido a la influencia trans del atomo de carbono.

Hiz1a
y Hﬂ, J‘J TMMS . (Hw ’1
4 A Wﬂ_%‘www B}
Hizi1a Hige1s H H
(\ " | 9 | 1
HW;‘_I‘I,,,I-‘ w'lg | ”',h _J| .'ll “JJHJ_ ,.IVU.{.\J.’ IH"" Bl M .’h‘,\ J‘f"wo N ‘ ” 22
H12+13
Hig ] I{Hﬂ LNHMMS Hig He Haql
N AL [ N W
Hisi1s H,
24

N ki e L

T T T T
9 T

Figura 4.4. Apilamiento de los espectros de 'H-RMN (regién aromatica) para los compuestos 21-
24 registrados en DMSO-dk.

Para completar la caracterizacion estructural de los complejos se obtuvieron los
datos de analisis elemental y los espectros de masas mediante HPLC-MS, donde los
espectros de masas se obtuvieron en modo positivo. Los cromatogramas obtenidos
mediante HPLC-MS (Figura A3.20), junto con el analisis elemental (Tabla 4.1),
confirmaron la pureza superior al 95 % y la estequiometria propuesta. Todos los
cromatogramas presentan un unico pico, cuyo espectro de masas corresponde al ion
molecular [M-OTf]* y presenta un perfil isotépico que concuerda con el tedrico en todos los

casos.
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Tabla 4.1. Valores de HPLC-MS y de analisis elemental obtenidos para los compuestos preparados.

Anidlisis elemental® (%) HPLC-MS?
Compuesto
C H N S tr (min) Fragmento m/z
55,41 3,67 8,22 3,20 865,2087
17,085 [M-OTf]*
(55,67) (3,78) (8,29) (3,13) (865,2046)
840,2620
[M-OTf]*
58,38 4,36 9,96 3,40 15.926 (840,2594)
(58,29) (4,48) (9,91) (3,24) ’ 420,6348
[M-OTf+H]*2
(420,6334)
56,51 3,10 12,02 2,75 1017,2231
18,946 [M-OTf]*
(56,65) (3,28) (12,01) (2,75) (1017,2174)
58,91 3,84 13,39 2,78 992,2748
17,762 [M-OTf]*
(58,94) (3,89) (13,50) (2,81) (992,2717)

aValores tedricos entre paréntesis.

4.2.3. Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

La estructura molecular del complejo 22 fue confirmada por difracciéon de rayos X
de monocristal. Los monocristales se obtuvieron por difusion lenta de éter etilico en una
disolucion saturada del compuesto en diclorometano. La toma de datos y el refinamiento
de la estructura cristalina fue realizada por la Dra. Delia Bautista Cerezo, del SAIl de la
Universidad de Murcia. En la Figura 4.5 se muestra la estructura cristalina, y en las Tablas
41 y A3.1 se recogen los datos cristalograficos del complejo 22, incluyendo las

dimensiones de la celdilla unidad.

La estructura cristalina confirma inequivocamente la estequiometria propuesta. El
complejo de rutenio presenta una geometria octaédrica distorsionada alrededor del atomo
metdlico. Tanto los ligandos de bipiridina como el ligando ciclometalado derivado de
benzimidazol (13) se unen al centro metalico formando quelatos bidentados ®?-N,N y «?-
C,N. Las distancias de enlace Ru-Npy (2,035-2,138 A) y Ru-C15 (2,039(3) A) se
encuentran en el rango observado previamente para complejos similares. Ademas, como
ocurre en su analogo de osmio (compuesto 17), la distancia de enlace Ru-N3 (2,138(3) A),
trans al Ru-C15, es mayor que la del resto de enlaces Ru-Nyyy, debido a la elevada

influencia trans del atomo de carbono.?'?
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c40
-
/, C41 c9
c39
‘ ca4
| 42_ Y L
€38y F 8 g 2
N3y /[cas
C35,.,/036 &7 N4 ' Acs
T X A

c1s8 Cods
| g" cl1
\ W
c204 c13
c21€ Yc2s
. |
c22 oc24
c23
i
c27@ N7 g c2e

Figura 4.5. Estructura cristalina del compuesto 22. Los atomos de hidrégeno, el contraién y las
moléculas de disolvente (DCM, dietiléter y H20) se omiten para mayor claridad. Distancias de
enlace (A): Ru-N1: 2,040(3), Ru-N2: 2,035(3), Ru-N3: 2,138(3), Ru-N4: 2,059(3), Ru-N5: 2,076(3),
Ru-C15: 2,039(3). Angulos (°): C15-Ru-N5: 77,90(12), N3-Ru-N4: 77,43(11), N1-Ru-N2: 78,80(12).

Tabla 4.2. Datos cristalograficos del complejo 22.

Sistema cristalino Triclinico Grupo espacial P-1
Férmula empirica C47H44N702RU'CF303S'1(CHzC|2)'0,5(C4H100)' 1 ,75[H20]

Dimensiones de la celdilla unidad®

a (A) 13,5090(6) o (°) 84,3410(10)
b (A) 14,0322(7) B () 73,105(2)
c (A) 15,9709(6) v ) 62,2960(10)

3L os valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de la medida.

Respecto a las interacciones intra- e intermoleculares, en la estructura cristalina
del complejo 22 se observan puentes de hidrégeno intramoleculares entre el atomo de
hidrégeno H(41) de un anillo de bipiridina y el atomo de oxigeno O(96) del anién triflato.
De igual forma, el empaquetamiento en la estructura del complejo esta organizado por
enlaces de hidrégeno intermoleculares, los cuales quedan recogidos en la Tabla 4.3. En
la Figura 4.6 se muestran las cadenas dobles paralelas que se forman en la direccién (1,-
1,0), como consecuencia de la interaccion intramolecular mencionada anteriormente y la
interaccion intermolecular que se produce entre el oxigeno O(98) del anién triflato y el

hidrégeno (H11A) del grupo butilo de una molécula vecina.
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Tabla 4.3. Enlaces de hidrogeno observados en la estructura cristalina del complejo 22.

D-H..A dD-H) (A) d(H..A)(A) d(D...A)(A) <(DHA) (9
C(11)-H(11A)...0(98) 0,99 2,52 3,397(7) 1473
C(34)-H(34)...0(98)° 0,95 2,53 3,405(6) 153,4
C(41)-H(41)...0(96) 0,95 2,38 3,273(6) 157,2
C(39)-H(39)...0(1)° 0,99 2,57 3,548(10) 171,0

Transformacion de simetria utilizada para generar los atomos equivalentes: 2-x+1, -y+2, -z+1;
bx+1, y-1, Z; °-X, -y+2, -z+1.

Figura 4.6. Dobles cadenas paralelas del compuesto 22 debido a interacciones C-H---O (indicadas
con lineas discontinuas rojas).

4.2.4. Espectroscopia de absorcion UV/Vis

Los espectros de absorcion UV/Vis de los complejos 21-24 (10 uM) se registraron
en agua (1 % DMSQ) y acetonitrilo (Figura 4.7 y Tabla 4.4) a temperatura ambiente. Todos
los compuestos presentan bandas agudas e intensas entre 260 y 340 nm, que pueden
asignarse a transiciones electréonicas 1-1m* de los ligandos ciclometalados y NAN. También
se observan otras bandas anchas menos intensas entre 360 y 560, que pueden atribuirse
a transiciones de transferencia de carga metal-ligando (MLCT). El hombro de menor
energia de la banda MLCT puede relacionarse con la transferencia de carga Ru—=N”"N, y
el hombro de mayor energia de la banda MLCT, con la transferencia de carga
Ru—C”N.3®&13 Estas transiciones de carga se caracterizan por un coeficiente de extincion
entre 16000 y 10000 M-'cm™. Los valores mas altos corresponden a los complejos 23 y
24, que contienen el ligando dpq. A diferencia de los compuestos analogos de osmio del
Capitulo 3, los de rutenio solo absorben hasta los 750 nm, lo que pone de manifiesto la

influencia del atomo metalico en las propiedades de absorcion.
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Figura 4.7. Espectros de absorcion UV/Vis de 21-24 (10 uM) en A) acetonitrilo y B) agua (1 %
DMSO) a temperatura ambiente. En ambos casos se muestra una ampliacion de 450 a 750 nm.

En la Tabla 4.4 se recogen los maximos de absorcién de los complejos y su
coeficiente de extincion molar.

Tabla 4.4. Longitudes de onda de absorcion (Aabs) y coeficiente de extincion molar (¢) de los
complejos en acetonitrilo y agua (1 % DMSO).

Complejo Disolvente Aabs (nmM) (g, Mcm™)

’ H.0 298 (68710), 373 (21290), 494 (11060), 549 (11960)
CHsCN 297 (65610), 370 (19150), 500 (9130), 550 (9940)

’ H.0 299 (73960), 351 (24340), 498 (10240), 560 (11020)
CHsCN 297 (63470), 351 (18520), 504 (7810), 558 (8630)

’a H.O 258 (117870), 295 (59550), 494 (16480), 548 (16590)
CHsCN 257 (127210), 293 (58210), 498 (15080), 551 (14000)

o H.O 259 (10538), 296 (65380), 493 (15020), 562 (14760)
CHsCN 257 (114280), 302 (66860), 500 (14570), 554 (13810)

4.2.5. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad

Una vez finalizada la caracterizacion de los nuevos compuestos, se llevaron a cabo
experimentos para comprobar su estabilidad y fotoestabilidad. Por un lado, se estudiaron
las estabilidades de los complejos 21-24 en la oscuridad, tanto en DMSO-ds a temperatura
ambiente mediante "H-RMN (Figura 4.8.A para 21 y Figuras A3.32-A3.34), como en
medio de cultivo celular DMEM (5 % DMSOQO) suplementado con 10 % FBS a 37 °C
mediante HPLC-MS (Figura 4.8.C para 21 y Figuras A3.35-A3.38 para el resto). Los
experimentos confirmaron la estabilidad de los complejos, ya que tanto los espectros de
'H-RMN en DMSO-ds, como los cromatogramas obtenidos mediante HPLC-MS
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permanecen sin cambios significativos tras 48 h. Por otro lado, se comprobd la
fotoestabilidad de los complejos mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis tras la
irradiacion con luz verde (Amax= 520 nm, 2,0 mW/cm?). En las Figuras 4.8.B y A3.39 se
puede observar que los compuestos son fotoestables en las condiciones ensayadas, pues

los espectros de absorcién permanecen inalterados tras las 2 h de irradiacion.
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Figura 4.8. A) Espectros de "H-RMN de 21 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h a temperatura ambiente.
B) Espectro de absorcion UV/Vis de 21 en DMSO a t= 0 y tras 2 h de irradiacion con luz verde (A=
520 nm, 2 mW/cm?). C) Espectro de HPLC-MS en DMEM (5 % DMSO) suplementado con 10 %
FBS en la oscuridad a 37 °C a tiempos Oy 48 h.

4.2.6. Interaccion con la seroalbumina

Como se ha mencionado en los Capitulos 2 y 3, la HSA es una de las proteinas
transportadoras mas abundantes del plasma sanguineo.' Por ello, se llevo a cabo el
estudio de interaccion de los complejos de rutenio con dicha proteina mediante
espectroscopia de emision y de absorcion UV/Vis.'® En primer lugar, y tal y como se realizd
en los capitulos anteriores, se monitorizé el espectro de emision de la HSA (2,5 uM) al ser
excitada a 295 nm tras adicionar concentraciones crecientes de los complejos (0-25 yM).
En la Figura 4.9 se puede observar que todos los compuestos de rutenio interaccionan
eficazmente con la proteina, ya que la banda de emisién disminuye drasticamente en todos
los casos. Para analizar la extincion de la fluorescencia se aplica la ecuaciéon de Stern-
Volmer (Ecuacion 2.1), aunque a diferencia del comportamiento de los complejos de los
capitulos anteriores, no muestra linealidad para ninguno de los compuestos (Figura

A3.40). Este hecho informa de la existencia de mas de un mecanismo de extincion.'®
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Alternativamente, se aplica la ecuacion de Lineweaver-Burk (Ecuacién 3.1) para obtener
las constante de extincion de la fluorescencia (Kis) (Figura A3.41)."7:18
1 1 1

1
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Figura 4.9. Espectro de emision de la HSA (2,5 uM) en presencia de cantidades crecientes de los
complejos 21-24 (0-25 yM). El aumento de la concentracién se produce de arriba a abajo.

A continuacion, con el fin de esclarecer si el mecanismo de extincion responde a
un proceso estatico o dinamico, se estudié la interaccion de los compuestos con la HSA
mediante espectroscopia de absorcién UV/Vis. En la Figura 4.10 se puede observar que
el espectro de absorcion de la HSA (1 uM) se ve alterado drasticamente al adicionar un
equivalente de los distintos complejos de rutenio, produciéndose la disminucion y el
desplazamiento hacia el rojo de la primera banda de absorcion. Estos hallazgos indican

que los compuestos responden a un proceso estatico en su interaccion con la HSA."®
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Figura 4.10. Espectro de absorcion de la HSA (1 uM) tras adicionar un equivalente de los complejos
21-24.

Por otro lado, cuando el proceso es estatico, se aplica la ecuacién de Scatchard
(Ecuacion 2.2) para conocer los parametros de enlace: la constante de enlace y el niumero
de sitios de union de la HSA con los compuestos (Figura A3.42).'® En la Tabla 4.5 se
resumen los valores de la constante de desactivacion de la fluorescencia de Lineweaver
Burk (Kig), la constante de enlace (Kg) de 21-24 con la HSA y el nimero de sitios de union
(n). El alto valor de las constantes de Lineweaver-Burk (~2-10°) sugiere que todos los

compuestos interaccionan eficazmente con la proteina.

Tabla 4.5. Valores de Kig, Ks y n obtenidos de la interaccion de 21-24 con la HSA.

Complejo Kig (M) -10° Kg(M')-10° n

21 2,02 6,16 1,26
22 2,49 12,96 1,31
23 1,79 6,12 1,28
24 2,06 6,11 1,26

115



Capitulo 4

4.2.7. Determinacién de la generacién de ROS en medios libres de células

Para que un compuesto actue como fotosensibilizador en terapia fotodinamica, es
fundamental que sea capaz de generar ROS cuando es irradiado con luz a una longitud
de onda especifica. Por ello, se realizaron diversos ensayos con los que evaluar la

capacidad de los compuestos para generar ROS en medios libres de células.

Mecanismo tipo Il. Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete ('O,)

En primer lugar, se investigo la capacidad de los compuestos 21-24 para producir
oxigeno singlete, pues es la principal especie téxica generada por un fotosensibilizador
que funciona segun el mecanismo tipo I1."° La produccion de oxigeno singlete se evalu6
espectroscédpicamente en acetonitrilo mediante la disminucién de la absorbancia del 1,3-
difenilbenzofurano (DPBF) a 411 nm tras la irradiacion con luz verde (520 nm, 0,5 mW/cm?)
en presencia de 21-24 (4-7 uM) o en ausencia de compuestos (control negativo, Figura
A3.43).2°22 Para ello, se prepararon disoluciones de cada uno de los complejos y el DPBF
en acetonitrilo, y se registré el espectro de absorcién del DPBF tras irradiar con luz verde

un intervalo de tiempo de 0 a 110 s.
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Figura 4.11. Espectro de absorcién del DPBF en presencia de los complejos 21-24 tras la
irradiacién con luz verde (520 nm, 0,5 mW/cm?).
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Para determinar los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete se utilizd
[Ru(bpy)s]Cl2 (50 uM) como referencia, cuyo rendimiento cuantico es 0,57 en acetonitrilo
(Figura A3.43).2% En la Figura 4.11 se muestran los espectros de absorcion del DPBF en
presencia de 21-24 tras la irradiacion, y en la Figura 4.12 se muestra la representacion de
la variacion de la absorbancia del DPBF a 411 nm frente al tiempo. De esta ultima grafica
se obtienen rectas cuya pendiente permite calcular los valores de los rendimientos

cuanticos de generacion de oxigeno singlete.
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Tomo21 n
22 \ ‘\\
.¥. 23 < 0.9 ® Y. TE
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Figura 4.12. Representacion de la absorbancia normalizada a 411 nm frente al tiempo de irradiaciéon
del DPBF en presencia de 21-24 y la referencia [Ru(bpy)s]Cl2 con luz verde (520 nm, 0,5 mW/cm?2).
Se muestra una ampliacion de 0,8 a 1,0 de la absorbancia normalizada.

Para calcular los valores de rendimientos cuanticos se utiliza la Ecuacion 4.1,
donde O es el rendimiento cuantico de oxigeno singlete de la referencia, m¢ y m: son las
pendientes de los complejos y la referencia, y Aixc ¥ Ax son las absorbancias de los
complejos y de la referencia a la longitud de onda de irradiacién (520 nm),
respectivamente.®?® En la Tabla 4.6 se recogen los valores de rendimiento cuantico de
oxigeno singlete obtenidos de todos los complejos, y se observa que los resultados son
bajos en todos los casos. Ademas, los principales productores son 21y 23 (~15 %), que
contienen el grupo trifluorometilo en su estructura.
me (1—1044T)

Ecuacion 4.1. ®,. = Oy, m, (1-10A%0)

Tabla 4.6. Valores de rendimiento cuantico de oxigeno singlete.

Complejo Rendimiento cuantico (Pa)

21 0,13
22 0,078
23 0,15
24 0,093
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Mecanismo tipo |I. Generacion de radicales hidroxilo (-OH)

A continuacion, se investigé la capacidad de los nuevos compuestos para producir
radicales hidroxilo, un ROS especifico de tipo | que podria inhibir el crecimiento de las
células tumorales hipdxicas. Este ensayo se llevd a cabo mediante un método
espectroscopico basado en la oxidacion de Ila sonda no fluorescente
hidroxifenilfluoresceina (HPF) por el radical hidroxilo, dando lugar a un producto
fluorescente.?*?° Para ello, se prepararon disoluciones de cada uno de los complejos y de
la HPF en PBS (5 % DMF), y se reqistro el espectro de emision de la HPF a tiempo inicial
y tras irradiar con luz verde (520 nm, 2 mW/cm?) durante un intervalo de tiempo de 0-60
min. Como control negativo se registro el espectro de emisién de la HPF en ausencia de
compuestos y tras irradiar con luz verde (Figura A3.44). En las Figuras 4.13 y 4.14 se
puede observar que 21 y 23 provocaron un aumento de la intensidad de fluorescencia,
mientras que los espectros de emision de la sonda en presencia de 22 y 24 no sufrieron
cambios significativos en las condiciones ensayadas. Estos resultados nos permiten
concluir que el sustituyente juega un papel importante en la generacion de ROS (tanto de

oxigeno singlete como de radicales hidroxilo) en medios libres de células.
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Figura 4.13. Espectro de emision de la HPF en presencia de los complejos 21-24 tras la irradiacion
con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) en un intervalo de tiempo.

118



Capitulo 4

501 30-
v
40 v v
] v v M
________________________ v - n 21 20 Y
301 22 v Y

v
| |
v | |
.liizooooooooooo

> i = v =
[ | n =

P 204 : vz 7 ="

! ' ¢ 24 10 v a "

' ! v ]

H 104 : a

E y | M

0 L} E L} 1 c' L} L}
________ - 40 60 0 10 15

Tiempo (min) Tiempo (min)

e

Figura 4.14. Espectro de emision normalizada de la HPF frente al tiempo de irradiacién en
presencia de los complejos 21-24 tras la irradiacién con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?).

4.3. Estudios biolégicos

Uno de los objetivos del presente capitulo fue evaluar el potencial de los nuevos
compuestos de Ru(ll) como agentes fotosensibilizadores. Para ello, se llevaron a cabo
estudios in vitro, los cuales fueron realizados por el grupo de investigacion del Prof. Dr.

Viktor Brabec del Instituto de Biofisica de la Republica Checa.

4.3.1. Viabilidad celular

En primer lugar, se determinaron los valores ICso de los compuestos 21-24 y del
cisplatino en las lineas celulares HeLa, OE33 y A375, tanto en oscuridad como tras
irradiacion con luz verde en normoxia. También se determinaron los valores de I1Cso en la
linea celular sana de pulmén (MRC5pd30) tras 72 h de incubacién en oscuridad (Tabla
4.7). Los complejos de rutenio muestran actividad antitumoral en la oscuridad, siendo los
compuestos 23 y 24, con ligandos dpq, mas activos que 21y 22, con ligandos bpy. Esta
actividad antiproliferativa se ve potenciada por la irradiacion con luz verde, siendo estos
complejos entre 2 y 13 veces mas activos al ser irradiados que en oscuridad. Sin embargo,
debido a que los complejos con ligandos bpy (21 y 22) muestran una menor toxicidad en
la oscuridad, sus indices de fototoxicidad son superiores a los de los complejos con
ligandos dpq (23 y 24) (Tabla 4.8).

Tabla 4.7. Valores de ICso obtenidos para células cancerosas tratadas con 21-24 irradiados con luz

verde (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?) y sin irradiar, determinados mediante ensayo MTT en
condiciones de normoxia, tras 72 h de incubacion en medio libre de farmacos.2

c HelLa OE33 A375 MRC5pd30
om
P Osc. Irrad. Osc. Irrad. Osc. Irrad. Osc. 72 h
35+ 0,31 + 90+ 0,7 + 3,3+
21 0,4 +0,1 2,4 +0,1
0,8 0,08 0,2 0,1 0,9
04+ 1,6 + 0,14 +
22 4 +1 0,4+0,1 4 +1 0,8 +0,1
0,1 0,3 0,04
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2,6+ 0,71 + 3,8+ 1,0+ 1,9+

23 0,5+0,2 49+04
0,8 0,06 0,4 0,2 0,3
1,2 32+ 1,8 + 0,7 £ 0,36 +
24 0,5+0,1 2305
0,2 0,8 0,3 0,1 0,09
CDDP 15%1 n.d. 10+2 n.d. 12+ 1 n.d. 7,8+2,0

al_os datos representan la media + DE de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno
realizado por triplicado. n.d: no determinado.

Tabla 4.8. Valores de indices de fotoxocidad (PI).2

Compuesto HelLa OES3 A375
21 11,3 12,9 8,2
22 10 10 11,4
23 3,7 3,8 3.8
24 2,4 1,77 19

3L os PlIs se han calculado como ICso (oscuridad)/ICso (tras la irradiacion).

Ademas, se evaluo la actividad en células HelLa bajo condiciones de hipoxia (2 %
0O2). Los compuestos también son significativamente activos en estas condiciones (Tabla
4.9), mostrando valores de ICsy similares tanto normoxia como en hipoxia. Para los
complejos 21 y 22, la fotopotenciacién en hipoxia produjo indices de fototoxicidad mas
bajos. En cambio, los complejos 23 y 24 mostraron fotoactividad similar en ambas
condiciones, lo que sugiere que el oxigeno no desempefa un papel crucial en su

mecanismo de fotoactivacion.

Tabla 4.9. Valores de ICso obtenidos para células HelLa tratadas con 21-24 al ser irradiados con luz
verde (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?) y sin irradiar, obtenidos mediante ensayo MTT en condiciones
de normoxia o hipoxia.

HeLa (normoxia)®® HelLa (hipoxia)®*
Comp.
Osc. Irrad. Pl Osc. Irrad. Pl
21 3,56+0,8 0,31 +£0,08 11,3 3,56+0,8 09+0,3 3,9
22 4+1 0,4+0,1 10 6+1 1,7+0,3 3,5
23 26+0,8 0,71 £ 0,06 3,7 2107 0,7+0,1 3
24 1,2+0,2 0,5+0,1 2,4 1,1+ 0,1 0,5+0,1 2,2
CDDP 15+ 1 n.d. N/A n.d. n.d. N/A

alos datos representan la media + DE de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno
realizado por triplicado. 21 % O2 + 5 % COs2. €2 % O2 + 5 % COa2. n.d: no determinado, N/A= no
aplica.
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4.3.2. Acumulacién y distribucion intracelular

La acumulacion intracelular de los complejos afecta a su actividad biologica. La
cantidad de rutenio en el interior de células Hel a tratadas se determiné mediante ICP-MS
(Figura 4.15.A). Los compuestos 21 y 22, con ligandos bpy, mostraron una acumulacion
significativamente mayor, en comparacion con los de dpq (23 y 24). Curiosamente, no se
observé una correlacion directa entre la acumulacion y su actividad en la oscuridad. Con
el fin de averiguar la localizacion de los compuestos en el interior celular, se realizo el
fraccionamiento de células Hela tratadas mediante el kit de fraccionamiento celular
FractionPREP™. Como se muestra en la Figura 4.15.B, la mayor parte de rutenio (87-92
%) se asocié a una fraccion de membrana, lo que concuerda con la alta lipofilia de los
compuestos, una pequefa porcion (~5-8 %) se localizé en el nucleo, mientras que las

cantidades encontradas en el citosol y el citoesqueleto/ADN fueron insignificantes.
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Figura 4.15. A). Acumulacién de Ru en células Hela. Las células se trataron con los compuestos
21-24 (5 yM, 2 h, oscuridad, normoxia). B). Localizacién subcelular de Ru en células Hel a tratadas
con 21-24 (5 yM, 2 h, oscuridad, normoxia). Los datos de ambos paneles representan la media
DE de dos experimentos independientes, cada muestra medida por triplicado.

4.3.3. Generacion de ROS y estrés oxidativo

Los valores de citotoxicidad obtenidos en condiciones de normoxia e hipoxia
(Tablas 4.7 y 4.9) revelaron el importante papel del oxigeno en el mecanismo de
fotopotenciacion de los compuestos 21 y 22. Por ello, es razonable sugerir que las ROS
podrian desempenar un papel esencial en el mecanismo de accidon de estos complejos,
similar a lo observado en compuestos similares.? La generacidén de ROS se determiné en
células Hela, tratadas con 21-24 (50, 200, 600 nM) tras irradiar con luz verde (Amax= 545
nm, 2,2 mW/cm?), a través del ensayo CellROX Green. En la Figura 4.16.A se observa
que los compuestos 21 y 22 generan una mayor cantidad de ROS que 23 y 24, lo cual es
consistente con la dependencia de la actividad antiproliferativa de los complejos que

contienen bpy respecto a la concentracion de oxigeno (Tabla 4.9).
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Figura 4.16. Cuantificacion de ROS en células Hela. Las células se trataron con 21-24 (50, 200,
600 nM) y se irradiaron (Amax= 545 nm). La menadiona (100 uM, 1 h) se utilizé6 como control positivo.

4.3.4. Evaluacién morfolégica

Para investigar el mecanismo de accion, se escogié el compuesto 21 por su mayor
valor de PI (Tabla 4.8). Primero, se evalu6 la morfologia de las células HelLa tratadas con
21 (50, 200, 600 nM) durante 1 h en oscuridad y tras la irradiacién con luz verde (1 h, Amax=
545 nm). En la Figura 4.17.A se observa que las células no tratadas presentan la
morfologia poligonal de tipo epitelial, mientras que las tratadas con 21 muestran unas
caracteristicas morfolégicas distintivas (Figura 4.17.B-D). A concentraciones bajas de 21,
se observan pequenas burbujas en la membrana citoplasmatica en una pequefa poblacién
de células (Figura 4.17.B), y a dosis mas altas, grandes distorsiones de la membrana
(Figura 4.17.C-D). Asimismo, las imagenes de microscopia confocal confirman la fuga del
citoplasma (Figura 4.17.E, flechas negras), y la formacién de burbujas de membranas
(Figura 4.17.E, flechas rojas), lo que es indicativo de oncosis. La oncosis esta causada
por un rapido agotamiento del ATP o por dafios graves en la membrana celular, que se

manifiestan en el hinchamiento celular y la formacion de burbujas en la membrana.

Figura 4.17. Morfologia de células HelLa no tratadas e irradiadas (A) o tratadas con 21 a
concentraciones B) 50 nM, C) 200 nM y D) 600 nM durante 1 h y posteriormente irradiadas con luz
verde durante 1 h. E) Morfologia de células HelLa tratadas con 200 nM de 21.
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Para apoyar los resultados obtenidos de la evaluacién morfologica, se analizaron
algunos marcadores tipicos de la oncosis. La porimina es un receptor de superficie y
desempena un papel fundamental en la permeabilidad anormal de la membrana, lo que
contribuye a la caracteristica hinchazén de toda la célula durante la oncosis. Por tanto, la
activacion de la porimina se considera un indicador de la muerte celular oncética.?’” La
incubacién de las células HelLa con 21, con posterior irradiacion, provocé claramente una
expresion elevada de porimina, tanto por analisis Western Blot (Figura 4.18.A) como por
microscopia confocal (Figura 4.18.B y Figura A3.45).

100+
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) Control 21 )
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Figura 4.18. A) Analisis Western Blot de la expresion de porimina en Hela. Las células no se
trataron o se trataron con 21 (ICso). Ambas muestras fueron irradiadas con luz verde y se dejaron
recuperar durante 48 h en medios libres de compuestos. B) Tincién de inmunofluorescencia de
células HelLa no tratadas o tratadas con 21 (ICso) e irradiadas con luz verde, que muestra la
localizacion de porimina en la membrana (fluorescencia verde) 4 h después de la irradiacion. Los
nucleos celulares estan tefiidos con DAPI. La barra de escala es 10 ym. C) Nivel de ATP intracelular
en células Hela tratadas con 21 o no tratadas e irradiadas. A continuacion, las células se incubaron
el medio libre de farmacos durante 1 h. Los niveles de ATP intracelular se determinaron utilizando
el reactivo CellTiter-Glo. La integridad de la membrana celular se evalué mediante el ensayo de
exclusién con azul tripan. Significacidon estadistica: p < 0,001.
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Por otro lado, el nivel de ATP es un factor critico en la oncosis.?® Tras diversos
procesos letales, la concentracion intracelular de ATP disminuye rapidamente,
especialmente en los procesos que conducen a la oncosis. En la mayoria de los mamiferos
esta reduccion conduce a la desenergizacién de la Na*/K* ATPasa, aumentando la
concentraciéon de iones sodio y potasio, lo que provoca la entrada de agua e hinchazén
celular.?® Por ello, se comprobo el efecto del compuesto 21, irradiado con luz, sobre el
agotamiento de ATP intracelular. En la Figura 4.18.C se observa que el nivel de ATP en
las células tratadas e irradiadas con 21 disminuye rapidamente, en comparacion con las
células de control. El efecto es notable, incluso a bajas concentraciones (50 y 200 nM) en
periodos cortos (1 h). Asi, el agotamiento del ATP y la expresion de porimina respaldan la

oncosis como el principal mecanismo de la muerte celular inducida por 21 bajo irradiacion.

4.3.5. Mecanismo de muerte celular

A continuacién, para determinar el modo de muerte celular, se realizé la tinciéon con
Anexina V/yoduro de propidio. El analisis por citometria de flujo (Figura 4.19A) revela que
el tratamiento con el compuesto 21, seguido de irradiacién, aumentd una fraccién de
células en el cuadrante anexina V positiva y yoduro de propidio negativo. Anteriormente,
se habia demostrado que las células oncéticas, al igual que las apoptéticas, mostraban
positividad de anexina V.3°3! Por tanto, las caracteristicas morfoldgicas detalladas
anteriormente son el principal factor discriminatorio para distinguir entre apoptosis y
oncosis.?? En definitiva, el aumento de la positividad de la anexina V observado en las
células Hela tratadas con el compuesto 21, junto a las caracteristicas morfoldgicas
(Figura 4.17), los marcadores de oncosis (Figura 4.18), asi como con la no activacion de

las caspasas 3/7 (Figura A3.46) confirman la oncosis como mecanismo de muerte celular.
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Figura 4.19. Diagrama de densidad representativo que indica la muerte celular determinada por el
ensayo de anexina V/Pl y citometria de flujo. Las células HelLa se trataron con 21 a las
concentraciones indicadas con irradiacion posterior (1 h, Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?). Las muestras
se analizaron inmediatamente después de la irradiacion (0) o 24 h después.
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4.3.6. Anadlisis de tincion TMRE y determinacion de calcio intracelular

Anteriormente, se demostré que los complejos 21-24 se acumulan preferentemente
dentro de las membranas celulares (Figura 4.15). Ademas de la membrana citoplasmatica,
la fraccion de membrana también incluye membranas que encapsulan organulos
subcelulares, como las mitocondrias y el RE. Por ello, se realizaron mas experimentos
para averiguar si la fotoactividad del compuesto 21 también estaba relacionada con el
dafo a estas membranas intracelulares. Por un lado, para examinar si las membranas
mitocondriales se veian afectadas se emple6é un ensayo TMRE. La tincion TMRE
fluorescente se acumula en las mitocondrias debido al potencial de membrana
mitocondrial negativo. EI mantenimiento de las membranas mitocondriales altamente
polarizadas depende de que las membranas estén intactas, por lo que su permeabilizacion
resultaria en una disipacion del potencial de membrana. La intensidad de la fluorescencia
TMRE en células Hela tratadas con 21, seguidas de irradiacién, se midi6 mediante
citometria de flujo, utilizando carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) como
control positivo. Las células tratadas mostraron un potencial de membrana mitocondrial

notablemente menor (Figura 4.20A), lo que sugiere una alteracién de la membrana.
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Figura 4.20. Efecto de 21 seguido de irradiacion sobre el potencial de membrana mitocondrial (A)
y la concentracion de calcio intracelular (B). A) Intensidad de la fluorescencia TMRE como medida
del potencial de membrana mitocondrial. Se incluyé FCCP (10 uM) como control positivo. B).
Intensidad de la sefial de la sonda Fluo-8 sensible al Ca2*. En ambos casos, las células HelLa se
trataron con 21 (50, 200 y 600 nM) seguidas de irradiacion (1 h, Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?2). Los
datos representan la media £ DE de tres experimentos independientes.

Por otro lado, como se menciond en el Capitulo 3, el RE es un organulo celular que
desempena funciones esenciales en diversas respuestas celulares, puesto que almacena
calcio (Ca?") y mantiene bajos los niveles de Ca?* citoplasmatico necesarios para la

sefalizacién celular. En consecuencia, la perturbacién del RE conduce a niveles elevados
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de Ca?* citoplasmatico. La liberacion de calcio del RE al citoplasma se estudié utilizando
la sonda fluorescente sensible al calcio Fluo-8 AM. La incubacion con el compuesto 21,
seguida de irradiacion, produjo un aumento significativo de los niveles de Ca?*
citoplasmatico de forma dosis-dependiente (Figura 4.20B). Asi, los resultados confirmaron
que las membranas intracelulares, como las del RE o las mitocondrias, pueden ser

dafiadas por el compuesto 21 al ser irradiado con luz verde.

4.3.7. Estudios del mecanismo de permeabilizacion de la membrana

Posteriormente, se realizaron experimentos adicionales para determinar si las
membranas citoplasmaticas y/o intracelulares se permeabilizaban debido al dafo directo
del compuesto 21 a los componentes de la membrana (fosfolipidos y proteinas), o si era
una respuesta celular posterior. Para ello, se utilizé un ensayo de fuga de liposomas
basado en la extincion de la fluorescencia,®** que identifica el dafio directo a los
componentes lipidicos de la membrana. Se prepararon liposomas con DSPC 18:0 , DOPC
18:1, colesterol y DSPE-PEG200 en proporciones molares 30:40:25:5, pues representa un
modelo adecuado de membranas celulares.®* En los liposomas se encapsuldé una
concentracion de carboxifluoresceina, una sonda fluorescente que aumenta su intensidad
al liberarse por permeabilizacién o ruptura del liposoma. Como se muestra en la Figura
4.21, el tratamiento de los liposomas con 21 durante 2 h en la oscuridad produjo un ligero
aumento de la fluorescencia. Sin embargo, si los liposomas se incubaban con 21 y se
irradiaban durante 2 h con luz verde, se detectaba un notable aumento de la fluorescencia.
Estos resultados sugieren que el compuesto 21 irradiado puede dafar los componentes

lipidicos de las membranas celulares, contribuyendo significativamente a su fototoxicidad.
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Figura 4.21. Ensayo de fuga de liposomas. Los liposomas se trataron con DMSO o 21 (50, 200,
600 nM) y se incubaron durante 2 h en la oscuridad o en condiciones de irradiacion (Amax= 545 nm,
2,2 mW/cm?). La intensidad de fluorescencia resultante se normalizé con respecto a la fluorescencia
maxima tras afiadir un 10 % de Tritébn X-100. Los datos representan la media + DE de dos
mediciones independientes.
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4.3.8. Estudio de la interaccion de los compuestos con proteinas

Finalmente, se evalud el impacto de los compuestos sobre las proteinas, pues
también estan presentes en las membranas biolégicas. Anteriormente, se demostré que
21-24 eran capaces de unirse a la HSA (Tabla 4.5) en medio libre de células. A
continuacion, se investigoé si dichos complejos también eran capaces de interaccionar con
proteinas en células cancerosas tratadas con ellos. Para medir la desnaturalizacion de
proteinas en suspensiones de células enteras, se empled la calorimetria diferencial de
barrido (DSC), que mide la capacidad calorifica (C,) de la muestra en relacion con su
temperatura. Las proteinas nativas suelen presentar altos valores de C,, mientras que las

desnaturalizadas muestran valores mas bajos.

Previamente, se registraron los perfiles de DSC de células Hela intactas,
asociando picos con temperaturas de transicion especificas a distintos componentes
celulares.®” Concretamente, los picos en el rango de temperaturas 40-70 °C se vincularon
a proteinas citoplasmaticas y de membranas, mientras que aquellos a temperaturas de
transicién superiores corresponden a proteinas nucleares y ADN. Los perfiles DSC
derivados de las células control y de las células tratadas con el compuesto 21 (Figura
4.22) mostraron distinciones en los picos asociados con las temperaturas de transicion
correspondientes a proteinas citoplasmaticas y de membrana.*® Por otro lado, a
temperaturas mas altas (70-105 °C) se observo una variacion minima, lo que sugiere que
el nucleo no es el objetivo de los complejos de este capitulo. Asi pues, los resultados
obtenidos mediante DSC confirman que el efecto fototéxico de 21 en células HelLa también
consiste en el dano de los compartimentos proteicos de las células, y confirman que 21-

24 se acumulan preferentemente en compartimentos ricos en membranas.
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Figura 4.22. Relacion entre la capacidad calorifica (Cp) y la temperatura en suspensiones de
células enteras. Las células no tratadas irradiadas y no irradiadas se comparan con las células
tratadas con 21 tras irradiacion (1 h, Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?2).
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4.4. Resumen

En el presente capitulo se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacién de cuatro
nuevos complejos de Ru(ll), de tipo [Ru(CAN)(N”N).]JOTf, donde los ligandos N*N son bpy
odpqy los ligandos CAN son derivados del 2-fenilbenzimidazol y presentan un sustituyente
p-CF3CeHs 0 p-Me2NCsH4 en la posicion Rz del anillo de fenilo. Ademas, el nucleo de
benzimidazol presenta un grupo éster que permite futuras funcionalizaciones, lo que
resulta crucial para modular las propiedades fotofisicas y biolégicas de nuevas series de

complejos octaédricos de rutenio.

Todos los complejos han sido caracterizados mediante diversas técnicas
espectroscopicas. También se han estudiado sus espectros de absorcion UV/Vis en
distintos disolventes, y se ha comprobado la estabilidad de los nuevos compuestos en
DMSO, medio de cultivo y tras la exposicién a la luz verde. Asimismo, se demostré que los
nuevos compuestos interaccionan con la HSA y que son capaces de generar oxigeno
singlete tras la irradiacion con luz verde en medios libres de células. Ademas, en estas

ultimas condiciones, 21 y 23 también producen de radicales hidroxilo.

Finalmente, se realizaron estudios de fototoxicidad en un panel de lineas celulares,
siendo 21 el mas fototdxico de la serie. Los compuestos 21-24 se acumulan en células
Hela, preferentemente en compartimentos ricos en membranas, y tras irradiar con luz
verde producen ROS. Ademas, los estudios demostraron que 21, tras la irradiacion,
conduce a la muerte celular a través de la oncosis y que es capaz de: alterar las
membranas fosfolipidicas, provocar la despolarizacion de la membrana mitocondrial y la

desnaturalizacion de las proteinas citoplasmaticas o de membrana.
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Complejos ciclometalados de Ir(lll) con ligandos
derivados de 2-(5-ariltiofen-2-il)benzazol fototoxicos en

células cancerosas por dafo lisosomal y oncosis
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5.1. Introduccién

Como se ha mencionado en el Capitulo 1, los complejos octaédricos de iridio
presentan las ventajas de una larga vida de fosforescencia y una notable fotoestabilidad.™
6 Estos pueden exhibir una amplia variedad de modos de accion alternativos a la apoptosis,
tales como: ferroptosis, oncosis, necroptosis o paraptosis.” En este sentido, Chao y col.
fueron pioneros en el desarrollo de complejos de Ir(lll) inductores de la oncosis (Figura
5.1). Estos se dirigen a las mitocondrias y muestran actividad citotoxica frente al cancer
de pulmén resistente al cisplatino.® Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha
desarrollado un complejo de Ir(lll) con actividad citotoxica derivada de la oncosis en

Caenorhabditis elegans, reduciendo el 41 % del volumen del tumor (Figura 5.2.A).°

F Nx

Figura 5.1. Compuestos de Ir(lll) inductores de la oncosis preparados por Chao y col.®

Por otro lado, nuestro grupo también prepardé compuestos de Ir(lll) fotoactivables
con luz azul, que incorporan en su estructura dppz como ligando N~N auxiliar y dos
ligandos ciclometalados basados en 2-tienilbenzimidazol (Figura 5.2.B). Después de ser
irradiados, generan ROS en células HelLa,' y, ademas, el complejo con el ligando 2-

(tiofen-2-il)-1-metilbenzimidazol es selectivo hacia las CSC."

7/ R= -Me, -CH206H4CF3-,U

Figura 5.2. Complejos de Ir(lll) preparados por nuestro grupo de investigacion. A) Inductor de la
oncosis; B) Fotoactivables con luz azul.'%-1!
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En el presente capitulo se detalla la sintesis y caracterizacion de cuatro nuevos
complejos de Ir(lll), del tipo [Ir(C*N)2(N~N)]*, donde C™N es un ligando basado en
benzimidazol o benzotiazol con un grupo tienilo sustituido (25-26 y 28-29) y NN es la dppz
(Figura 5.3). Se seleccioné la dppz como ligando auxiliar por sus excelentes resultados
en la serie de fotosensibilizadores anteriormente mencionada.' Asimismo, se analiza la
capacidad de los compuestos para fotooxidar el NADH y fotogenerar oxigeno singlete y/o
radicales hidroxilo en medios libres de células. Finalmente, se presentan los resultados
biol6gicos obtenidos, tanto en modelos de cancer 2D como 3D, asi como el estudio del

mecanismo de muerte celular.

CF, 26 N

30: CAN= 25
31: CAN= 26
32 CAN= 28 28 CFs 29
33: CAN= 29
F

Figura 5.3. Estructura general de los nuevos compuestos preparados en el presente capitulo.

-

—Z

5.2. Resultados y discusion

5.2.1. Sintesis y caracterizacion de los nuevos proligandos

En primer lugar, se disefiaron y sintetizaron nuevos ligandos 2-(5-aril-2-
tiofenil)benzotiazoles (25 y 26) y 2-(5-aril-2-tiofenil)-1-(4-trifluorometilbencil)-1H-
benzo[d]imidazoles (28 y 29). La eleccion del grupo p-trifluorometilbencilo en el &tomo de
nitrdgeno del nucleo de benzimidazol se debe a que favorece una mayor lipofilia del

ligando y del complejo.?

Sintesis de los nuevos proligandos

Los nuevos proligandos 25-26 y 28-29 se prepararon mediante un procedimiento
en varias etapas, siguiendo protocolos ligeramente modificados de la bibliografia.’®*='® En
ambos casos, la primera etapa consiste en la condensacion entre 5-bromotiofeno-2-
carbaldehido y o-aminotiofenol y fenilendiamina para obtener los intermedios 2-(5-

bromotiofen-2-il)benzo[d]tiazol y 2-(5-bromotiofen-2-il)-1H-benzo[d]imidazol,
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respectivamente. Para ello, se hizo reaccionar bisulfito soédico y el aldehido en agua
durante 1 h a 80 °C. Posteriormente, se afnadidé o-aminotiofenol o fenilendiamina disuelto

en etanol, dejando reaccionar la mezcla durante 18 h a 80 °C (Esquema 5.1).

NH, o) 1 N
CL - X4, - T
X H ST gy 2) X ST gy
X: S, NH X: S, NH

Esquema 5.1. Ruta sintética para la obtencién de 2-(5-bromotiofen-2-il)benzo[d]tiazol y 2-(5-
bromotiofen-2-il)-1H-benzo[d]imidazol. Condiciones de reaccion. 1) NaHSOs, H20, 80 °C, 1 h. 2)
EtOH: H20 (1:1 v:v), 80 °C, 18 h.

A continuacién, los proligandos 25 y 26 se prepararon mediante una reaccion de
acoplamiento cruzado C-C de tipo Suzuki-Miyaura entre 2-(5-bromotiofen-2-
ilbenzo[d]tiazol y el acido borénico correspondiente. Se utilizé
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) como catalizador y la reaccién se llevé a cabo en una
mezcla de tolueno, agua y etanol (3:2:1 v:v:v) a 120 °C durante 1 h en un microondas de

reaccion (Esquema 5.2).

Coo-4, - @’ @%

25 -R=-CF,
-R=-NMe,

Esquema 5.2. Procedimiento de sintesis para la obtencion de los proligandos 25 y 26. 1) K2COs,
[Pd(PPh3)4], 120 °C, MW, Tolueno:H20:EtOH 3:2:1 (v:v:v).

Por su parte, para obtener los proligandos 28 y 29 se llevaron a cabo dos etapas
de reaccion adicionales. Primero, 2-(5-bromotiofen-2-il)-1H-benzo[d]imidazol se hizo
reaccionar con bromuro de 4-trifluorometilbencilo, en presencia de Cs,COs3, en acetonitrilo
durante 24 h a temperatura ambiente para obtener el intermedio 27. Finalmente, los
proligandos 28 y 29 se obtuvieron mediante una reaccion de Suzuki-Miyaura entre el
intermedio 27 y el acido bordnico correspondiente, utilizando PdCI>(PPhs), como
catalizador en dioxano:agua (2:1 v:v). La reaccion se llevo a cabo a 120 °C durante 1 h en

un microondas de reaccion (Esquema 5.3).
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r

Br
N
o, - Q-2 -
N 5T N 57
CF; 27

FiC

N 2) N
N/ | .
CL—

_B.
HO™ "OH R

-R=-CF;
FaC -R=-NMe,

Esquema 5.3. Procedimiento de sintesis para la obtencion de 28 y 29. Condiciones de reaccion: 1)
Cs2C0s, CH3CN, t.a, 24 h; 2) PdCl2(PPhs)2, K2COs, Dioxano:Hz20 (2:1 v:v), 120 °C, 1 h, MW.

Sintesis del ligando N*N

La preparacion de la dppz se llevé a cabo mediante un protocolo en dos etapas
descrito en la bibliografia.'®'” En la primera etapa se obtuvo la 1,10-fenantrolin-5,6-diona
mediante la oxidacion de la 1,10-fenantrolina, en presencia de bromuro de potasio,
utilizando una mezcla de H.SO4/HNO3 (2:1 v:v) a 100 °C durante 3 h. En la segunda etapa
se llevé a cabo la condensacion de la diona con o-fenilendiamina, en presencia de acido

trifluoroacético (TFA), a 100 °C en agua durante 24 h.

| AN
1) N. .~ H,N Ny
—_— —b
RN S
N| HoN N
S

dppz

Esquema 5.4. Procedimiento de sintesis para la obtencion de la dppz. Condiciones: 1) KBr,
H2S04/HNOs (2:1 v:v), 100 °C, 3 h. 2) TFA cat., H20, 100 °C, 24 h.

Todos los intermedios de reaccién y los nuevos proligandos (25 y 27-29) se
caracterizaron utilizando distintas técnicas: espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de protén, carbono y fluor (Figuras A4.1-A4.11 del Anexo 4), asi como
espectrometria de masas ESI-MS por insercién directa en modo positivo (Figuras A4.38-
A4.41 del Anexo 4).
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Espectroscopia UV/Visible de absorcion y de emisidn

Se registraron los espectros de absorcion UV/Vis y de emision de los proligandos
en acetonitrilo a una concentracion de 50 uM. Cabe mencionar que el ligando 26 habia
sido publicado previamente como un cromoforo dptico.' En la Figura 5.4 se observa que
el caracter dador de electrones del grupo dimetilamino (26 y 29) conduce a un
desplazamiento batocrémico de los maximos de absorcién y emisién, en comparacién con
sus analogos con el grupo trifluorometilo (25 y 28). Asi, la longitud de onda de la banda de
absorcion menor energia se desplaza de 360 nm para 25 a 404 nm para 26, y de 344 nm

para 28 a 378 nm para 29.

60000- 1,04
©
o
©
N
< 400004 — 25 I — 25
3 | 26 E 05 26
2 el WA =
« 20000+ -I% \ 29
X & K
0 T 1 - 1 0 Y T T
200 300 400 500 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 5.4. Espectros de absorcion y emision de los ligandos 25-26 y 28-29 (50 uM) en acetonitrilo.

En la Tabla 5.1 se recogen los maximos de absorcion y su coeficiente de extincidon
molar (¢), las longitudes de onda de excitacién (Aex) Yy emision (Aem), asi como los
rendimientos cuanticos de emision (Pem) de los ligandos (25-26 y 28-29) en acetonitrilo en

presencia y ausencia de oxigeno.

Tabla 5.1. Propiedades fotofisicas de los nuevos proligandos 25-26 y 28-29 en acetonitrilo.

Ligando  Aaws (nM) (€, Micm™)  Aex (NM)  Aem (M) Pem®  Dem®

25 360 (26560) 370 420 0,20 0,20
26 404 (25840) 380 535 0,96 0,86
28 344 (30710) 370 425 0,57 0,52
29 378 (32350) 370 490 0,95 0,83

aMuestras burbujeadas con argén durante 30 minutos. PMuestras sin burbujear.

Con el fin de analizar la naturaleza del estado excitado de los ligandos, se
registraron los espectros de emision en disolventes de distinta polaridad. Tal y como se
realizé para los ligandos en el Capitulo 3, se seleccionaron disolventes de menor a mayor
indice de polaridad: tolueno (2,1), cloroformo (4,1), acetonitrilo (5,8) y DMSO (7,2). En la
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Figura 5.5 se puede observar el efecto solvatofluorocrémico en la banda de emision como
consecuencia del caracter ICT del estado excitado que presentan los ligandos 26 y 29,8
a diferencia de los ligandos 25 y 28 (Figura A4.44), cuyas longitudes maximas de emision
no se desplazan al aumentar la polaridad de disolvente. Este fendmeno es consecuencia

del efecto pull-push que se produce entre el benzotiazol (aceptor) y el dimetilamino (dador).

1] ©

T T

© ©

N i

1] 2]

§ — Tolueno g — Tolueno

2 Cloroformo g Clorofo-rn-10
‘.% — Acetonitrilo ‘.g — Acetonitrilo
£ DMSO & DMSO

i ]

1 Ll T T Ll
400 500 600 500 550 600 650
A (nm) A (nm)

Figura 5.5. Emision normalizada de los proligandos 26 (izquierda) y 29 (derecha) en disolventes de
distinta polaridad. Aex: 380 nm (26) y 370 nm (29).

5.2.2. Sintesis de los complejos de Ir(lll)

Los compuestos 30-33 se obtuvieron siguiendo un procedimiento de dos etapas
descrito previamente en la bibliografia.*'® En ambas etapas, las reacciones se realizaron
bajo atmdsfera de nitrégeno. Primero, se hizo reaccionar IrCl3-H>O con los proligandos
correspondientes (25-26;28-29) en una mezcla de 2-etoxietanol y H20 (3:1 v:v) a 110 °C
durante 24 h. Por ultimo, el dimero obtenido, sin purificacion adicional, se hizo reaccionar

con dppz en una mezcla de MeOH y DCM (3:2 v:v) a 58 °C, en presencia de KOTf, durante

24 h.
T/r\>
c
C O~ _C
21ClyH,0 + @: \" Ir
|\CI/{ \C
25-26; 28-29

“| OTf

NS

N
N N
RAScee
kot ¢ ’\N N
N
30-33

Esquema 5.5. Procedimiento de sintesis para los complejos de Ir(lll). Condiciones de reaccién: 1)
2-etoxietanol:H20 (3:1 v:v), 110 °C, 24 h, atm. N2; 2) MeOH:DCM (3:2 v:v), 58 °C, 24 h.
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5.2.3. Caracterizacién de los nuevos compuestos

Los nuevos compuestos se caracterizaron mediante espectroscopia de RMN ('H-
RMN, *C-RMN, "®F-RMN y espectros bidimensionales), analisis elemental y HPLC-MS.

Espectroscopia de RMN

Los compuestos de Ir(lll) se registraron en cloroformo deuterado (CDCIs) y las
sefales de proton se asignaron utilizando los espectros bidimensionales: ['H-'"H]-COSY,
['H-"H]-NOESY vy ['H-3C]-HSQC, los cuales quedan recogidos en las Figuras A4.12-
A4.37 del Anexo 4. En la Figura 5.6 se muestra la numeracion que va a utilizar para la

asignacioén de las sefiales de protdn de los espectros de los compuestos 30-33.

Figura 5.6. Numeracion utilizada para la asignacion de las senales de los espectros de RMN.

Los espectros de 'H-RMN de todos los compuestos presentan resonancias
aromaticas entre 6 10,00 y 5,60 ppm. En los espectros de 31 y 33 se observa la resonancia
alifatica correspondiente al grupo dimetilamino como un singlete a & 2,95 ppm. En los
espectros de los compuestos 32 y 33, las resonancias alifaticas del grupo
trifluorometilbencilo (H1s+16) aparecen como dos dobletes en torno a § 5,90 y 6,00 ppm. La
Figura 5.7 muestra los espectros de 'H-RMN de todos los compuestos en CDCl; a
temperatura ambiente. Las resonancias correspondientes al ligando dppz (H10-14) no se
ven afectadas por las sustituciones en los ligandos ciclometalados, excepto la sefial H1o
que, por su proximidad espacial a H1, se ve influenciada por la presencia del nucleo de
benzotiazol o benzimidazol. Por otro lado, las resonancias de los protones Hs, Hg:7 v,

especialmente Hs:o, se ven fuertemente influenciadas por la presencia de los
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sustituyentes, desplazandose a campo mas alto cuando el sustituyente es -NMe;, debido
al apantallamiento que sufren como consecuencia de la naturaleza electrodadora de dicho
grupo.

Hs
30
JTQ ﬁLH1
Hyz+14 H H Hs
+ 8+9 31
Hio Ho rﬁk—l Hy 6u7 Hs H, l H;
| | T I S . U i
He+7+g+|Hiz41s
Hizva  g.000 i Hs 32
;1"12 Hml Hsy I—.{fJ His+1e JT1
- A
Hg.g |Hs ’
His Hig H, Hise1e 133
) L
[ T T T [ T T T I T
10 8 6

Figura 5.7. Superposicion de la zona aromatica de los espectros de 'H-RMN de 30-33 en CDCl3, a
t.a.

Por su parte, las sefiales de los grupos -CF3; se detectaron mediante espectros
de "°F-RMN de los compuestos 30-33. Como se observa en la Figura 5.8, el grupo -CF3;
perteneciente al contraion triflato aparece en torno a 6 -79 ppm en todos los compuestos,
mientras que los sustituyentes -CF3 unidos a los anillos de fenilo aparecen en torno a o -
63 ppm. Cabe mencionar que la integracion de los espectros de fluor también confirma la

estequiometria y pureza de los nuevos compuestos.

30 31 32 33

-78.912
-63.131
—63.136
-78.913
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—-78.933

——62.922
-78.948

<
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6.000>—
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Figura 5.8. Espectros de "®F-RMN de los compuestos 30-33 en CD2Clz, a t.a.
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Analisis elemental y cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC-MS)

Para completar la caracterizacion estructural de los compuestos de Ir(lll), se
obtuvieron los datos de analisis elemental y los espectros de masas en modo positivo
mediante HPLC-MS. Los resultados obtenidos, tanto en los cromatogramas como en el
analisis elemental (Tabla 5.2 y Figuras A4.42-A4.43), confirmaron la pureza superior al
95 % y la estequiometria propuesta. En todos los casos, el espectro de masas obtenido

corresponde al ion molecular [M-OTf]*, cuyo perfil isotdpico concuerda con el tedrico.

Tabla 5.2. Valores de masas y de analisis elemental obtenidos para los compuestos preparados.

Analisis elemental® (%) HPLC-MS?
Compuesto
C H N S tr (Min) Fragmento m/z

49,36 2,22 6,30 11,72 1195,0730
20,312 [M-OTf]*

(49,14) (2,10) (6,25) (11,93) (1195,0791)

52,83 3,27 8,73 12,59 1145,1808
20,919 [M-OTf]*

(52,89) (3,11) (8,66) (12,38) (1145,1888)

52,47 2,80 7,00 5,96 1477,2208
20,455 [M-OTf]*

(52,43) (2,48) (6,89) (5,91) (1477,2255)

55,88 3,41 8,90 6,12 1427,3304
21,039 [M-OTIf]*

(55,81) (3,54) (8,79) (6,04) (1427,3351)

aValores teoricos entre paréntesis.

5.2.4. Determinacion de la estructura cristalina mediante difracciéon rayos X

La estructura molecular del complejo 32 se confirmé mediante difraccidon de rayos X
de monocristal. Los monocristales se obtuvieron por difusiéon lenta de hexano en una
disolucion saturada de diclorometano durante 3 dias a temperatura ambiente. La toma de
datos y el refinamiento de la estructura fue realizada por la Dra. Delia Bautista, del SAl de
la Universidad de Murcia. En la Figura 5.9 se muestra la estructura cristalina, y en la Tabla
5.3 se resumen sus datos cristalograficos, incluyendo las dimensiones de la celdilla

unidad. El resto de datos cristalograficos quedan recogidos en la Tabla A4.1 del Anexo 4.
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Figura 5.9. Estructura cristalina del compuesto 32. Los elipsoides se han representado al 50 % de
probabilidad y los atomos de hidrégeno, las moléculas de disolventes y el contraién se han omitido
por claridad. Distancias de enlace (A): Ir-C27: 2,015(5), Ir-C53: 1,997(5), Ir-N4: 2,056(5), Ir-N1:
2,131(4), Ir-N2: 2,134(4), Ir-N3: 2,060(4). Angulos (°): C53-Ir-N4: 95,2(2), C27-Ir-N3: 79,8(2) y N1-
Ir-N2: 77,58(17).

Tabla 5.3. Datos cristalograficos de compuesto 32.

Sistema cristalino  Triclinico  Grupo espacial P-1

Férmula empirica C71H40F15IrNsO3S3

Dimensiones de la celdilla unidad?®

a(A) 14,302(7) a () 78,870(14)
b (A) 15,809(7) B (9 66,395(15)
c (A) 17,023(7) v ) 68,46(2)

4l os valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de la medida.

La estructura de rayos X confirma la geometria propuesta. El atomo de iridio se
encuentra en un entorno de coordinacién octaédrico distorsionado, donde los ligandos
ciclometalados presentan los dos enlaces Ir-C e Ir-N en una disposicion cis y trans,
respectivamente, como viene descrito en la bibliografia.'®'®? Tanto los ligandos
ciclometalados CAN como la dppz se unen al centro metalico formando quelatos
bidentados ¥k*--C”N y ¥*>-N”N. Las distancias de enlace de los ligandos ciclometalados se
encuentran dentro de los rangos esperados (~2 A), mientras que las distancias entre el
atomo metalico y los nitrégenos de la dppz son mas largos debido a la influencia trans de

los ligandos CAN.19:20
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Ademas de las importantes interacciones de Coulomb cation-anion, en la estructura
cristalina de 32 se observan interacciones de hidrégeno intra e intermoleculares C-H---X
(X=F, O, Ny S), que quedan recogidas en la Tabla 5.4. En |la Figura 5.10 se muestran las
interacciones intramoleculares entre el atomo de hidrégeno H(20) del carbono contiguo al
nitrogeno del anillo de benzimidazol y el nitrégeno N(1) del anillo de dppz. Asimismo, se
observa la interaccién producida entre el hidrogeno H(62) del grupo -CH: del sustituyente
trifluorometilbencilo del benzimidazol y el atomo de azufre S(56) del anillo de tiofeno del

mismo ligando.

Tabla 5.4. Enlaces de hidrégeno observados en la estructura cristalina del complejo 32.

D-H...A dD-H) ) d(H..A)(A) d(D..A)(A) <(DHA) ()
C(15)-H(15)...F(83"a)® 0,95 2,55 3,260(11) 131,8
C(16)-H(16)...0(81 a)° 0,95 2,43 3,253(13) 145,2
C(16)-H(16)...0(82"a)? 0,95 2,46 3,154(12) 129,8

C(20)-H(20)...N(2) 0,95 2,62 3,333(7) 132,3
C(62)-H(62B)...S(56) 0,99 2,74 3,459(7) 130,2

Transformacién de simetria utilizada para generar los atomos equivalentes: 2-x+1,-y+1,-z;
b
X+1,y,2.

Figura 5.10. Interacciones de hidrogeno intramoleculares en la estructura cristalina de 32. Los
elipsoides se han representado al 50 % de probabilidad.

Por otro lado, el empaquetamiento de 32 también estd organizado por
interacciones T1-11, las cuales se recogen en la Tabla 5.5. En la Figura 5.11 se muestran
las interacciones 1-11 que se establecen entre el plano 3 (rosa) y el plano 4 (verde), ambos
de un ligando ciclometalado, asi como las interacciones entre los planos 1 (amarillo) y 2

(azul) localizados en los anillos de dppz.
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Figura 5.11. Interacciones intermoleculares 1T-1T en la estructura del compuesto 32.

Tabla 5.5. Pardmetros geométricos de las interacciones 1r-Tr.

Interaccion - Distancia centroide- Angulo )
_ _ Desplazamiento (A)
m centroide (A) diedro (°)
Plano 1- Plano 2 3,772(4) 4,2(3) 1,668
Plano 3- Plano 4 3,878(5) 9,3(3) 1,965
Plano 4- Plano 2 3,853(5) 1,062 0,0(4)
Plano 4- Plano 4 3,862(4) 1,750 3,1(3)

aplano 1 (C4, C5, C12, C13, C17 y C18), Plano 2 (C6, C7, C8, C9, C10 y C11), Plano 3 (C45,
C50, C49, C48, C47 y C46) y Plano 4 (C56, C61, C60, C59, C58 y C57).

Asimismo, se observan interacciones de tipo C-H---11, las cuales se detallan en la
Tabla 5.6 y se ilustran en la Figura 5.12. Entre las interacciones C-H---11 intramoleculares
se encuentran las que se establecen entre el C(1)-H(1) del anillo dppz (marrén) y el plano
6 (rosa), correspondiente al anillo de tiofeno de un ligando CAN. Por otro lado, se pueden
ver interacciones entre el C(20)-H(20) del nucleo de benzimidazol de un ligando C*N y el
plano 7, perteneciente al anillo de dppz. También se observa una interaccion C-H---1r
intermolecular entre el C(23)-H(23) del anillo de benzimidazol de un ligando CAN y el plano
5 (azul) del anillo dppz de una molécula vecina. Esta ultima interaccion da lugar a la

formacién de dimeros (Figura 5.12).
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Tabla 5.6. Parametros geométricos de las interacciones C-H---1r.

Distancia C-H---Cg (A)

Interaccion C-H---m? Angulo C-H---Cg (°)
H---Cg C---Cg
C(1)-H(1)---Plano 6 2,73 3,520(7) 141
C(20)-H(20)--Plano 7 2,63 3,535(7) 160
C(23)-H(23)---Plano 5 2,58 3,448(7) 152

aPlano 5 (N2, C17, C13, C14, C15y C16), plano 6 (S56, C52, C53, C54 y C55) y plano 7 (N1,
C1, C2, C3, C4 y C18). Cg: centroide del plano.

Figura 5.12. Interacciones intermoleculares C-H---1 en la estructura del compuesto 32.

5.2.5. Propiedades fotofisicas de los nuevos compuestos

Las propiedades fotofisicas de los compuestos se estudiaron en acetonitrilo y agua
(1 % DMSO). En primer lugar, se registraron los espectros de absorcion UV/Vis de todos
los compuestos a una concentracion 10 pyM (Figura 5.13). Todos los compuestos
presentan bandas de absorcion intensas por debajo de 350 nm, lo que podria atribuirse a
las transiciones 11-11* centradas en el ligando permitidas por la regla de espin, y ubicadas
en los ligandos CAN y dppz. A longitudes de onda mas largas (A>350 nm), las bandas de
absorcion menos intensas podrian asignarse a bandas de transferencia de carga
intraligando o ligando-ligando (LLCT o LL'CT) o a bandas de transferencia de carga metal-
ligando permitidas por el espin ('"MLCT) y/o prohibidas por el espin (3MLCT),?"2?2 siendo
estas ultimas consecuencia del acoplamiento espin-6rbita del dtomo pesado de Ir(lll)

(C=3909 cm™"), que permite un cruce entre sistemas rapido y eficaz.?-2°
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Figura 5.13. Espectro de absorcion UV/Vis de los compuestos 30-33 en A) acetonitrilo y B) agua
(1% DMSO).

En la Figura 5.13 se puede observar que la introduccién de un sustituyente dador
de electrones, como el grupo dimetilamino, produce un aumento en la intensidad de
absorcion, asi como un ligero desplazamiento batocrémico la banda de menor energia en
los complejos 31 y 33. De hecho, los complejos 31 y 33 muestran colas en sus espectros
de absorcién en agua hasta 600 y 640 nm, respectivamente. Este fendmeno resalta la
significativa influencia de los ligandos C”N en las propiedades fotofisicas de los
compuestos ciclometalados de Ir(lll). En la Tabla 5.7 se resumen los datos de absorcion

UV/Vis de los compuestos estudiados.

Tabla 5.7. Longitudes de onda de absorcién (Aabs) y coeficiente de extincion molar (¢) de los
compuestos en acetonitrilo y agua (1 % DMSO).

Complejo Disolvente Aabs (NM) (g, Mcm?)

CHsCN 280 (72500), 355 (43850), 381 (42340), 473" (17450)

%0 H.O (1 % DMSO) 284 (57390), 347 (37080), 384 (33430), 479" (13130)
CHsCN 278 (78050), 384 (36390), 476 (61010)

3 H20 (1 % DMSO) 283 (48630), 389 (22780), 478 (32230)
CHsCN 279 (76330), 379 (43330), 445" (18810)

3 H20 (1 % DMSO) 284 (59840), 382 (35810), 448" (15850)
CHsCN 277 (78680), 388" (51650), 434 (56980)

% H20 (1 % DMSO) 281 (49760), 395 (34040), 433 (36390)
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Los espectros de emision de los compuestos de Ir(lll) también se registraron en
acetonitrilo a una concentracion de 10 uM. En la Figura 5.14.A se observa que todos los
compuestos son emisores en acetonitrilo, aunque sus rendimientos cuanticos son muy
bajos (<0,01) en todos los casos. Cabe destacar que las bandas de emisién de los
compuestos 31 y 33 son coincidentes con sus respectivos ligandos CAN (26 y 29), aunque
son mucho menos intensas que las de los ligandos libres. Los tiempos de vida de 30 y 32
se ajustan a un modelo de desactivacion monoexponencial, dando lugar a tiempos de vida
en torno a 1 ys, lo que demuestra que la emisién se produce mediante fosforescencia, con
valores dentro de los rangos encontrados en la bibliografia.?® Por su parte, al excitar a 405
nm en agua, solo los compuestos 30 y 32, con el sustituyente p-CF3:CsHs4, dan lugar a
emisiones de color rojo y naranja, respectivamente (Figura 5.14.B). Sin embargo, los
compuestos 31 y 33, con el sustituyente p-Me2NCsH4, no son luminiscentes en agua,

probablemente debido a su agregacién (Figura 5.15).

A B
) 1,2+ ) 1,2+
[1+] (1]
k=) <
N N
S 08 — 30 T o8
E 31 E — 30
2 — 32 2 — 32
‘.S 0,4 33 :5 0,4-
&8 @
e £
[T} [T}
0 T 1 T T 1 1 OF 1 T 1 1
300 400 500 600 700 800 900 500 600 700 800 900
A (nm) A (nm)

Figura 5.14. Espectros de emisién de los compuestos 30-33 (10 uM) en: A) acetonitrilo. Aex= 460
nm (30), 385 nm (31), 440 nm (32) y 370 nm (33); y B) agua (1 % DMSO). Aex= 405 nm.

En la Tabla 5.8 se resumen los datos de emision (longitud de onda de excitacion,

de emisién y tiempos de vida) de los complejos de este capitulo.

Tabla 5.8. Longitudes de onda de excitacion (Aex), de emision (Aem) y tiempo de vida (tem) de los
compuestos 30-33 en acetonitrilo.

Compuesto Aex (NM) Aem (NM) Tem (MS)?
30 460 672 1,02
31 385 531 n.d.
32 440 636 1,01
33 370 489 n.d.

aTiempo de vida medido en ausencia de oxigeno. n.d.: no determinado.
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A continuacion, se evaluaron los efectos de emision inducida por agregacion (AIE)
y extincion causada por agregacion (ACQ) de los compuestos de Ir(lll) en mezclas de
DMSO/agua con fracciones volumétricas variables de agua (fw). En las Figura 5.15.B y
A4.45 se muestra que los compuestos 31y 33, que contienen el grupo dimetilamino,
muestran propiedades ACQ clasicas, mientras que los compuestos 30 y 32, con el
sustituyente trifluorometilo, exhiben caracteristicas opticas tipicas de AIE,?” alcanzando la
intensidad maxima de emision con un 90% de agua. Este fendmeno podria indicar que los
complejos 30 y 32 serian buenos agentes de diagnéstico, ya que podrian resultar emisores

en el medio celular.
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Figura 5.15. A) Espectros de emision de los compuestos 30 y 33 (10 uM) en distintos porcentajes
de agua. B) Emisién normalizada en los maximos de emision de 30-33 en funcion del porcentaje
de agua.

5.2.6. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad

Tras completar la caracterizacion estructural y fotofisica de los compuestos, se
procedié a realizar estudios de estabilidad y fotoestabilidad antes de evaluar sus
propiedades bioldgicas. La estabilidad de los compuestos en la oscuridad se verifico tanto
en DMSO como en RPMI (5 % DMSOQO) a temperatura ambiente y a 37 °C, respectivamente.
Para ello, se registraron los espectros de absorcion de los compuestos (10 uM) a tiempo
inicial y tras 48 h de incubacion. Todos los compuestos resultaron estables en las
condiciones ensayadas, ya que sus espectros de absorcion permanecieron inalterados

(Figura 5.16 para el compuesto 30 y Figuras A4.46-A4.47 para los compuestos 31-33).
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Figura 5.16. Espectros de absorcién de 30 en: A) DMSO a tiempo 0 y tras 48 h a t.a.; B) en RPMI
(5% DMSO) a tiempo 0 y tras 48 h a 37 °C.

Por su parte, para comprobar la fotoestabilidad de los compuestos y poder ser
estudiados como PS para PDT, se registraron los espectros de absorcion UV/Vis a tiempo
inicial y tras 2 h de irradiacion con luz azul (465, 4,0 mW/cm?). Ademas, la fotoestabilidad
de los compuestos 30-33 se monitorizé mediante '"H-RMN en DMSO-ds (1 mM) a tiempo
inicial y tras 6 h de irradiacion. En resumen, los resultados demostraron que todos los
compuestos eran estables en las condiciones ensayadas, ya que tanto los espectros de
absorcién como los de "H-RMN permanecieron inalterados (Figura 5.17 para 30 y Figuras
A4.49-A4.51 para 31-33).
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Figura 5.17. Estudios de fotoestabilidad de 30 en DMSO. A) Espectros de absorcién a tiempos 0 y
tras 2 h de irradiacion (465 nm, 4,0 mW/cm?). B) 'TH-RMN en DMSO-ds a tiempos 0 y tras 6 h de
irradiacion (465 nm, 4,0 mW/cm?2).

151



Capitulo 5

5.2.7. Estudios del mecanismo de PDT en medio libre de células

A continuacion, se realizaron distintos ensayos para evaluar la capacidad de los
compuestos 30-33 de generar ROS tras ser irradiados con luz a una longitud de onda
especifica. Este paso es crucial ya que, como se menciond anteriormente, la generacion

de ROS es fundamental para que un compuesto actie como PS en PDT.

Fotooxidacién del NADH

En primer lugar, se evalué la capacidad de los compuestos 30-33 para generar
ROS al ser irradiados mediante un ensayo de fotooxidacion de NADH. EI NADH es un
cofactor esencial en la cadena de transporte de electrones de la membrana mitocondrial,
ayudando a producir ATP y mantener el equilibrio redox celular. Este equilibrio redox es
vital para la regulacion de biomoléculas y diversos procesos metabdlicos. En las células
cancerosas, la oxidacién de NADH a NAD" puede alterar este equilibrio, llevando a la
muerte celular.?-3° Cabe mencionar que el NADH presenta un banda de absorcion a A=
339 nm, mientras que el NAD" la presenta a A= 259 nm. Para llevar a cabo el experimento
se prepararon disoluciones de los compuestos 30-33 (1 uM) y de NADH (100 uM) en PBS
(5 % DMF). Posteriormente, se registraron los espectros de absorcién del NADH tras

irradiar la disolucion con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?) a distintos intervalos de tiempo.
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Figura 5.18. Fotooxidacion del NADH en presencia de los compuestos 30-33 y tras irradiacion con
luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2).
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En la Figura 5.18 se puede observar que todos los compuestos son capaces de
producir ROS a una concentracién muy baja tras su irradiacion. Sin embargo, en ausencia
de luz, los espectros UV/Vis del NADH permanecieron inalterados (Figuras A4.52). Como
control negativo también se registré el espectro de absorcion del NADH antes y después
de 1 h de irradiacion (Figura A4.53).

La fotooxidacion del NADH por los compuestos 30-33 también se evalué con luz
verde (520 nm, 2,0 mW/cm?), ya que todos presentaban absorcién en esta region del
espectro. Ademas, el compuesto 31 también se investigdo con luz roja (620 nm, 15
mW/cm?). En las Figuras 5.19 y 5.20 se observa que todos los compuestos fueron
capaces de generar ROS bajo estas condiciones, destacando el compuesto 31 como el
mas eficaz en la fotooxidacion del NADH con luz verde (520 nm), lo que concuerda con su

mayor absorbancia a la longitud de onda de irradiacién.
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Figura 5.19. Fotooxidacion del NADH en presencia de los compuestos 30-33 tras irradiacion de luz
verde (520 nm, 2,0 mW/cm?2).
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Figura 5.20. Fotooxidacion del NADH en presencia del compuesto 31 tras la irradiacion de luz roja
(620 nm, 15 mW/cm?).

A partir de los cambios de absorbancia en A= 339 nm, se calcularon los valores de
la frecuencia de recambio (TOF, por sus siglas en inglés), definida como el numero de
moles de NADH que un mol de compuesto puede oxidar en un tiempo determinado. En la
Tabla 5.9 se recogen los valores de TOF de los compuestos en las condiciones ensayadas.
Cabe destacar que la introduccion del sustituyente dimetilamino mejora la capacidad de
oxidar el NADH tras la irradiacién con luz, en comparacion con los derivados del grupo
trifluorometilo. EI compuesto 33 resulto ser el mas activo y prometedor de la serie, con un
valor de TOF de 403 h™'.

Tabla 5.9. Valores de frecuencia de recambio (TOF) de los compuestos 30-33 en las condiciones
ensayadas.

TOF (hD)
Compuesto
A= 465 nm? A=520 nmP A= 620 nm¢
30 307,3 18,2 n.d.
31 339,3 71,3 15,0
32 2419 15,6 n.d.
33 403,1 38,9 n.d.

ala concentracion de los compuestos es 1 pM y la potencia de la luz 4,2 mW/cm?2. La
concentracion de los compuestos es 5 UM y la potencia de la luz 2,0 mW/cm?Z. ¢La concentracion
de los compuestos es 5 UM y la potencia de la luz 15 mW/cmZ. n.d.: no determinado.

Mecanismo tipo Il. Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete ('0»)

Tras demostrar la capacidad de los compuestos para fotocatalizar la oxidacion del
NADH, se investigo el tipo especifico de ROS que producen en medios libres de células.
En primer lugar, se evaluo la capacidad de los compuestos 30-33 para generar oxigeno

singlete, siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo 4.3-32 Para ello, se prepararon
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disoluciones de DPBF (50 uM) y los complejos, a concentracion conocida (A4s5~0,056), en
acetonitrilo. Al irradiar el DPBF con luz azul (0,5 mW/cm?), en presencia de los
compuestos, se observé una disminucion de la banda de absorcion a 411 nm, atribuida a
la apertura del anillo, como resultado de la generacién de oxigeno singlete. En la Figura
5.21 se muestran los espectros de absorcion del DPBF en presencia de los compuestos
30-33 tras la irradiacion. Representando la absorbancia normalizada del DPBF a 411 nm
frente al tiempo de irradiacion (Figura 5.22) se obtienen rectas cuya pendiente permite
calcular el rendimiento cuantico de oxigeno singlete. Al igual que en el capitulo anterior, la
referencia utilizada es el [Ru(bpy)s]Cl2, cuyo valor de rendimiento cuantico de generacion

de oxigeno singlete es de 0,57 (Figura A4.54).""
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Figura 5.21. Espectro de absorcion UV/Vis del DPBF en acetonitrilo en presencia de los complejos
30-33 tras la irradiacion con luz azul (465 nm, 0,5 mW/cm?).
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Figura 5.22. Representacion de la absorbancia normalizada a 411 nm frente al tiempo de irradiacion
del DPBF en presencia de 30-33 y la referencia [Ru(bpy)s]Clz con luz azul (465 nm, 0,5 mW/cm?2).

Finalmente, para determinar los rendimientos cuanticos se utilizé la Ecuacién 4.1.
Los valores obtenidos se resumen en la Tabla 5.10, donde se observa que los compuestos
que contienen el grupo p-CF3CsHa4 (30 y 32) muestran un rendimiento cuantico de oxigeno
singlete medio-alto (~65 %), mientras que los que presentan el grupo p-Me;NCsH4 exhiben
un rendimiento cuantico menor (~10 %). Este fendmeno, ya observado en los compuestos
del Capitulo 4, demuestra nuevamente que la presencia de un sustituyente u otro influye

drasticamente en la capacidad de los complejos para generar ROS especifico de tipo .

Tabla 5.10. Valores de rendimiento cuantico de oxigeno singlete.

Complejo Rendimiento cuantico (®Pa)

30 0,63
31 0,10
32 0,69
33 0,09

Mecanismo tipo |. Generacién de radicales hidroxilo (-OH)

Por otro lado, se investigo la capacidad de los compuestos para generar radicales
hidroxilo, un tipo especifico de ROS de tipo I, en PBS (5 % DMF), siguiendo el
procedimiento descrito en el Capitulo 4.3334 En la Figura 5.23 se observa que, tras irradiar
con luz azul en presencia de todos los compuestos sintetizados, aumenta la intensidad de
fluorescencia de la HPF, lo que indica la generacion de radicales hidroxilo. Como control
negativo, se registro el espectro de emision de la HPF tras irradiar con luz en ausencia de
compuesto (Figura A4.55). Ademas, al representar la emision normalizada respecto al
tiempo de irradiacién (Figura 5.24), se concluye que el compuesto 33 es el mayor

productor de radicales hidroxilo en un medio libre de células, mientras que los compuestos
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30-32 muestran resultados similares. Cabe destacar que 33 también es el mas eficaz para
oxidar el NADH en presencia de luz; sin embargo, su baja acumulacion celular (Tabla 5.14)

disminuye su efectividad como fotosensibilizador en células HelLa.
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Figura 5.23. Espectro de emision de la HPF en presencia de los complejos 30-33 tras la irradiacién
con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?) en un intervalo de tiempo.
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Figura 5.24. Espectro de emisién normalizada de la HPF a 514 nm en presencia de los complejos
30-33 tras la irradiacion con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2) en PBS (5 % DMF) en un intervalo de
tiempo.

5.3. Propiedades bioldgicas

Uno de los objetivos del presente capitulo fue evaluar el potencial de los nuevos
compuestos de Ir(lll) como fotosensibilizadores en PDT. Para ello, se llevaron a cabo
estudios in vitro, los cuales fueron realizados por el grupo de investigacién del Prof. Dr.

Viktor Brabec, del Instituto de Biofisica de la Republica Checa.
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5.3.1. Viabilidad celular

La actividad de los complejos 30-33 en presencia de luz se evalué en células Hela,
A375 y HCT116 (Tabla 5.11). Los compuestos de iridio mostraron un efecto fototdxico
significativo en las tres lineas celulares, con valores de ICsq en el rango submicromolar (30
y 31) o micromolar (32 o 33). En condiciones de oscuridad, no mostraron efecto sobre la
viabilidad y la proliferacién de las células HeLa y HCT116 (>50 uM). Por su parte, las
células A375, aunque fueron mas sensibles a 30 y 31, dieron lugar a indices de
fototoxicidad (PI) relevantes (Tabla 5.12). Ademas, se determinaron los valores de ICsy en
células sanas de prostata hTERT EP156T y de pulmén MRCS5 (Tabla 5.11), demostrando
una actividad nula o muy baja de los compuestos frente a la proliferacion de dichas células

durante una exposicion prolongada (48 h).

Tabla 5.11. Valores de ICso (UM) obtenidos para células tratadas con los complejos de iridio,
irradiadas con luz azul (1 h, Amax= 420 nm, 5,8 £ 0,2 mW/cm?) o sin irradiar.2

HeLa HCT116 A375 hTERT MRC5
Comp.
Osc. Luzazul Osc. Luzazul Osc. Luzazul Osc.P Osc.P
0,31+ 0,30 £+ 0,18 +
30 >50 >50 43 39+2 >50
0,02 0,03 0,05
0,71 + 0,77 £
31 >50 >50 47 0,4+0,2 47%3 >50
0,1 0,07
1,22 +
32 >50 >50 1,6+0/4 >50 0,9+0,1 >50 >50
0,09
33 >50 3,7+0,8 >50 3,4+0,9 >50 2,604 >50 >50

CDDP 27+3 234 27+7 194 15+2 141 n.d. 6,0+£0,7

al os datos se expresan como valores medios + DE, n = 6. PLas células se incubaron con los
compuestos durante 48 h en oscuridad. n.d.: no determinado.

Tabla 5.12. Valores de indices de fototoxicidad (Pl).2

Compuesto HelLa HCT116 A375

30 >161,3 >166,7 238,9

31 >70,4 >64,9 117,5

32 >41,0 >31,3 >55,6

33 >13,5 >14,7 >19,2
CDDP 1,2 1,4 11

aLos PlIs se han calculado como ICso (oscuridad)/ICso (tras la irradiacion).
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Por otro lado, se determind el ICso de 31 en células Hel a tras irradiar con luz verde
o roja. En la Tabla 5.13 se puede observar que el compuesto 31 es fotoactivable tanto con
luz verde como roja, aunque su fotoactividad es menor en comparacion con la azul, lo cual
concuerda con la menor absorcion del complejo en esas longitudes de onda. Pese a eso,
los valores de ICso se encuentran en rango micromolar, lo que confirma la posibilidad de

utilizar longitudes de onda mas largas para activar este complejo.

Tabla 5.13. Valores de ICso y Pl obtenidos mediante ensayo MTT para células Hela tratadas con
el compuesto 31 e irradiadas con luz azul, verde o roja3.

Tipo de luz Amax (NM) Potencia (mW/cm?) ICs0 (M) PIP
Azul 420 58+0,2 0,7+0,1 70,4
Verde 545 2,3+0,1 43+0,8 11,6
Roja 613 2,0+0,1 8,5+0,9 5,9

4Los datos se expresan como valores medios + DE, n 2 4. 3Los PIs se han calculado como ICso
(oscuridad)/ICso (tras la irradiacion).

A continuacién, se realizaron experimentos adicionales para describir el
mecanismo de accion de los compuestos. Se seleccionaron las células HelLa con fines
comparativos,'® y se eligié el compuesto 30 como representante de la serie, ya que mostré

los mayores indices de fototoxicidad en las tres lineas celulares ensayadas.

5.3.2. Acumulacion intracelular

Como se menciond en capitulos anteriores, un requisito esencial para que un
farmaco ejerza un efecto biolégico es su capacidad para penetrar en las células y
acumularse en su interior. Para evaluar la captacion y acumulacién de los complejos, se
determind el contenido de iridio intracelular mediante ICP-MS en las células Hel a tratadas
con los compuestos (3 uM) durante 2 h. Los complejos se pueden ordenar segun su
captacion celular de la siguiente manera: 30 = 31 > 32 > 33 (Tabla 5.14), lo cual se puede

correlacionar muy bien con su fotoeficacia (Tabla 5.11).

Tabla 5.14. Acumulacién de 30-33 en las células HelLa. Las células se trataron con los complejos
investigados (3 uM, 2 h, oscuridad, 37 °C).

Compuesto ng Ir/10° células?
30 138 £ 13
31 127 +6
32 1003
33 305

al os datos se expresan como valores medios + DE, n = 3.
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Al comparar los dos derivados de benzotiazol se observa que tanto la acumulacion
del compuesto 30 como su fotoeficacia son superiores a las del 31, que contiene el grupo
dimetilamino. Se encontraron observaciones similares al comparar los dos derivados de
benzimidazol (32 y 33). Por otra parte, la fotoactivacion de los complejos que contienen
benzotiazol (30 y 31) en células HeLa fue mayor que la de los que contienen benzimidazol
(32 y 33). Asi, el complejo 30 se presenta como el candidato mas prometedor de la serie

para su estudio como PS en PDT.

5.3.3. Produccioén intracelular de ROS

Recientemente se ha demostrado que varios compuestos de iridio con estructuras
similares a las de 30-33 presentan fototoxicidad, lo que se atribuye a su capacidad para
inducir la produccion de ROS bajo irradiacion de luz azul.'®' Con el fin de comprobar si
los compuestos 30-33 también generan ROS a nivel intracelular, se emple6 el ensayo
CellROX, donde se determiné la intensidad de fluorescencia a 660 nm para medir la
concentracién de ROS en células HelLa. En la Figura 5.25 se puede observar que, tras la
irradiacién, el nivel de ROS intracelular en las células tratadas con los compuestos
aumenté significativamente, siendo los compuestos 30 y 33 el mas y el menos efectivo,
respectivamente. Estos resultados se correlacionan con los datos de fototoxicidad (Tabla
5.11), lo que sugiere que la fotoactividad de los compuestos se atribuye a la generacion

de ROS intracelular y a su capacidad para acumularse en las células (Tabla 5.14).
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Figura 5.25. Generacion de ROS en las células HelLa pretratadas con 30-33 e irradiadas, segun lo
detectado por el ensayo CellROX. Los datos se normalizaron para las células irradiadas de control
(sin tratar) y se representan como valores medios + DE de dos medidas independientes.

5.3.4. Mecanismo de muerte celular

A continuacién, se investigoé el tipo de muerte celular mediante tincién dual con
yoduro de propidio y anexina V conjugada a Pacific Blue, 24 h después de la irradiacién

de las células. La Figura 5.26 muestra que el tratamiento de células Hela con los
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compuestos, seguido de irradiacion, aumenté significativamente la poblacion de células
anexina V positivas/yoduro de propidio negativas (cuadrante inferior derecho) y las células
en las ultimas etapas de la muerte (positivas para ambos marcadores). Al emplear
concentraciones equitoxicas, el compuesto 30 demostro ser significativamente mas eficaz
en la eliminacién de células, en comparacion con los otros tres compuestos, logrando una
mortalidad del 83 % de la poblacion celular. Para que el compuesto 30 presentara una
efectividad similar a la de los complejos 31 y 32 fue necesario utilizar el compuesto 30 a
una concentracién inferior (0,18 uM) (Figura 5.26C). Estos resultados evidencian una clara
diferencia en la eficacia de los complejos para inducir la muerte en células cancerosas,

siendo el compuesto 30 el mas rapido en actuar.
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Figura 5.26. Deteccion del modo de muerte celular mediante tincion con anexina V y yoduro de
propidio, utilizando citometria de flujo. Las células HelLa se incubaron durante 1 h con la
concentracion equitoxica de complejos de Ir (ICso,72 h), se irradiaron durante 1 h y, a continuacion,
se recuperaron durante 24 h en medios libres de compuestos. También se incluyeron en el
experimento células de control no tratadas (no irradiadas e irradiadas).

La apoptosis se caracteriza por un cambio en la estructura de la membrana
plasmatica consistente en la exposicion superficial de la fosfatidilserina, mientras que la
integridad de la membrana permanece intacta. La externalizacion de la fosfatidilserina se
detecta gracias a su afinidad por la anexina V.3® Sin embargo, también se han encontrado
ejemplos en los que la fosfatidilserina se expone en la superficie de las células cancerosas
antes de que la membrana celular se vea afectada, lo que sugiere que esta caracteristica
no es exclusiva de la apoptosis.*®3” Con el fin de esclarecer el tipo de muerte celular, se

realizaron experimentos adicionales para distinguir entre la apoptosis y la oncosis.
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5.3.5. Morfologia celular y activacién de la caspasa-3

La apoptosis y la oncosis comparten varias caracteristicas, como la translocacién
de la fosfatidilserina a la superficie exterior y fragmentacion del ADN.*” Por ello, las
alteraciones morfolégicas inducidas en las células tratadas proporcionan una evidencia
inequivoca del modo de muerte celular.®® Como se mencioné en el Capitulo 4, la oncosis
se caracteriza por: la inflamacion celular, la cariolisis, la aglutinacién de la cromatina
nuclear, la formacion de ampollas citoplasmaticas libres de organulos y el aumento de la
permeabilidad de la membrana.*4° A diferencia de la oncosis, la apoptosis depende de la
caspasa-3 y se acompana de la contraccion celular, la formacion de cuerpos apoptéticos
y la gemacion.*! En las Figuras 5.27 y A4.56 se observa la alteracion morfologica de las
células con los compuestos 30-33 (ICso) irradiados. La caracteristica mas destacada fue
la vacuolizacién del citoplasma. Las células aparecen hinchadas y redondeadas, y carecen
de organulos (Figura 5.27B-E) y, ademas, se evidencia la formacion de ampollas en el
citoplasma (Figura 5.27F). Por lo tanto, la morfologia celular sugiere que, tras la

irradiacion, los complejos inducen una muerte celular similar a la oncosis.

Figura 5.27. Morfologia de las células HelLa (A-E). Las células no se trataron (A) o se trataron
durante 1 hora con 30 (B, 0,3 uM), 31 (C, 0,7 uM), 32 (D, 1,2 uM) o 33 (E, 3,7 uM), se irradiaron y
se incubaron en medio libre de compuestos durante 2 h. Las barras de escala son 50 ym. (F)
Imagen confocal de la membrana plasmatica. Las células HelLa se incubaron con 30 (0,3 uM) y la
imagen se tomo tras 15 min de irradiacion. La barra de escala es 15 ym.

A continuacion, se realizé un ensayo de activacion de la caspasa-3 utilizando el
reactivo CellEvent®Caspase 3/7 para determinar si la apoptosis es el mecanismo de
muerte celular. Las células HelLa tratadas con los compuestos 30-33 (ICso,72n) se
mantuvieron en la oscuridad o se irradiaron con luz (Figura A4.57). Tras 2 h de
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recuperacion, se tifieron con el reactivo de deteccion y se analizé la fluorescencia mediante
citometria de flujo. Los resultados mostraron una cantidad insignificante de células
apoptéticas en las células tratadas, mientras que el tratamiento con estaurosporina
aumenté significativamente. Por lo tanto, se concluye nuevamente que la apoptosis no es

el mecanismo de muerte celular.
5.3.6. Expresion de porimina y permeabilidad de la membrana plasmatica

Como se menciond en el Capitulo 4, la porimina es responsable de la
permeabilidad anormal de la membrana y la inflamacion celular durante la oncosis.*® Sin
embargo, la Figura 5.28.A muestra que la expresidn de porimina no aumenté
significativamente tras la incubacion e irradiacion de las células con los compuestos 30-
33. Esto podria deberse al corto tiempo de exposicién (1 h de irradiacion y 2 h de
recuperacion), insuficiente para activar la expresién y reubicacién de las proteinas recién
formadas de la membrana celular. No obstante, durante este corto periodo se observé la
hinchazoén celular (Figura 5.27), o que sugiere que dicha hinchazén esta provocada por
un mecanismo independiente de las poriminas.
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Figura 5.28. A) Analisis Western Blot del contenido celular de porimina. B) Resultados del ensayo
de fuga de LDH. Los datos representan una media y un intervalo de confianza del 95 % de dos
experimentos independientes. Las células HelLa se incubaron con los complejos (ICso), se irradiaron
(1 h) y se dejaron recuperar en medio libre de compuestos (2 h).

Para investigar como se hincharon las células, se realizé un experimento adicional.
Durante la oncosis la membrana celular se vuelve permeable,*® y para evaluar esta
permeabilidad, se realiz6 el ensayo de fuga de lactato deshidrogenasa (LDH), que mide la
integridad de la membrana celular. Tras el tratamiento y la irradiacion de las células, se
observo un aumento significativo de las sefiales de LDH en los medios (aproximadamente
de 5 a 8 veces, Figura 5.28.B), lo que indica un incremento en la permeabilidad de la

membrana celular. Sin embargo, la membrana celular no se desintegré por completo,
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como se observé al comparar con una muestra de células sometidas a lisis completa. Por
lo tanto, el incremento del volumen celular puede estar relacionado con el aumento de
permeabilidad de la membrana,® inducido por el dafio directo a esta como consecuencia

de la fotoactividad de los compuestos de iridio.

5.3.7. Distribucion intracelular

A continuacién, se aprovecharon las propiedades fluorescentes de los compuestos
30 y 32 para revelar su localizacion intracelular. Las células Hela se trataron con 30 y 32,
y se incubaron durante 5 h en la oscuridad. Posteriormente, se eliminaron los medios que
contenian los complejos y las muestras se analizaron por microscopia confocal de barrido
laser (Amax= 405 nm, 450-750 nm). Los resultados mostraron que ambos complejos se
localizan mayoritariamente fuera del nucleo celular, asociandose en su mayoria con el

citoplasma (Figura 5.29, paneles 1A y 2A), por lo que el ADN no es su principal diana.

Figura 5.29. Localizacion celular de los compuestos en las células HelLa. Las muestras se trataron
durante 5 horas con 30 (2,5 uM, panel 1) o0 32 (2,5 pM, panel 2) en la oscuridad o no se trataron
(panel 3). Canales: A) Senal de fluorescencia, B) campo claro, C) superposicion del campo claro y
los canales fluorescentes. Barra de escala: 20 ym.

El objetivo celular especifico de los complejos se determiné mediante un ensayo
de colocalizacién utilizando LysoTracker y MitoTracker. En la Figura 5.30 se observa que
la sefal del LysoTracker muestra una buena correlacién con las de los compuestos,
obteniéndose coeficientes de correlacion de 0,76 + 0,07 y 0,8 + 0,1 para 30 y 32,
respectivamente (Tabla A4.2). Por su parte, la sefal de MitoTracker muestra una

correlacion considerablemente menor (Figura A4.58).
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Figura 5.30. Colocalizacion de 30 (panel 1) y 32 (panel 3) con lisosomas en células Hela
determinada mediante microscopia confocal. Las células se trataron con 2 yM de los compuestos
ensayados y se incubaron durante 3 h antes de la tincién con LysoTracker®Green. Canales: A)
sefal de fluorescencia procedente de los compuestos de iridio, B) fluorescencia de LysoTracker®,
C) superposicion de la fluorescencia procedente de los compuestos y de LysoTracker®, D) canal
de campo claro. La barra de escala indica 20 ym.

Al realizar experimentos de colocalizacion, se observd que la intensidad y la
ubicacion de la sefal originada con el LysoTracker cambiaban con el tiempo. Inicialmente,
la senal se localizd en los lisosomas, debido a su acumulacion en el ambiente acido de los
mismos (Figura 5.31, paneles “0 min”). Poco después de la irradiaciéon, se produjo la
translocacion del LysoTracker desde los lisosomas al citosol, resultando en un patron de
tincion difusa en el citosol (Figura 5.31, paneles "15 min"). Este fendmeno fue
caracteristico de las células tratadas, ya que, en las no tratadas, la sefal del LysoTracker
permanecia en los lisosomas independientemente del tiempo de analisis. Esto puede
interpretarse considerando que la irradiacion de los compuestos provoca Ila
permeabilizacion de la membrana lisosomal y la liberacion del contenido lisosomal desde
el lumen al citosol, causando la acidificacién del citoplasma. Esta conclusion se apoya en
el hecho de que la monitorizacion de la liberacion de sustancias acumuladas
selectivamente en los lisosomas (como los LysoTrackers) es uno de los ensayos estandar

para detectar la permeabilizacién de la membrana lisosomal.*>-44
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Control Omin

Control 15min

Figura 5.31. Seguimiento a intervalos de tiempo y colocalizacién de los compuestos de iridio 30
(panel 1) y 32 (panel 3) con lisosomas en células Hela, determinados mediante microscopia
confocal. Las células se trataron con los compuestos (2 uM) y se incubaron durante 3 h antes de
tefiir con LysoTracker. Canales: A) sefial de fluorescencia procedente de los compuestos de iridio,
B) senal de fluorescencia procedente de LysoTracker® Green DND-26, C) superposicién de ambos
canales de fluorescencia, D) canal de campo claro, E) detalles recortados del canal LysoTracker
para una determinacién mas precisa de los cambios en la morfologia lisosomal. La barra de escala
indica 20 um.

Las células cancerosas en rapida division dependen de una funcion lisosomal
eficaz. Durante la transformacién y progresion del cancer se producen cambios drasticos
en el volumen, composicién y distribucidén celular de los lisosomas, lo que promueve el
crecimiento invasivo de los tumores,* haciendo que las células cancerosas sean mas
sensibles a la alteracion de los lisosomas. Ademas, las células cancerosas resistentes a
la apoptosis aun pueden sufrir muerte celular lisosomal.*® Por lo tanto, el ataque a los
lisosomas y la induccion de la muerte celular dependiente de lisosomas representan
estrategias terapéuticas prometedoras para el tratamiento del cancer.4?4%48 Desde este
punto de vista, los compuestos ofrecen un potencial interesante, principalmente porque la
desintegracion de los lisosomas y los efectos celulares subsiguientes pueden ser

desencadenados explicitamente por la luz en el lugar del tumor.
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5.3.8. Efecto sobre los esferoides 3D

Los cultivos celulares tridimensionales (3D) se consideran un modelo mas
representativo para la evaluacion de farmacos contra el cancer.**®' Los efectos de los
compuestos 30 y 32 en cultivos 3D se evaluaron en células HelLa. Los esferoides se
trataron con los compuestos 30 o 32 durante 5 h, se lavaron, se transfirieron a placas
confocales y se irradiaron con laser de 405 nm (1 mW) durante 5 min o se mantuvieron en
la oscuridad. Posteriormente, los esferoides se cultivaron durante otras 24 h y se tifieron
con calceina AM y yoduro de propidio. Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia
confocal y se analizaron para determinar la fluorescencia del yoduro de propidio como una

medida de la proporcion de células muertas en cada esferoide.

Figura 5.32. Analisis de los esferoides HelLa en microscopia confocal. Los esferoides se tifieron
con A) colorante Hoechst 33258, B) calceina AM y C) yoduro de propidio. Los canales fusionados
aparecen en el panel D. Muestras: 1) control sin tratar; 2 y 3) células tratadas con 30 (2 uM), 4 y 5)
células tratadas con 32 (2 uM). Las muestras de los paneles 1, 2 y 4 se irradiaron durante 5 min
con luz laser azul (405 nm) 24 h antes del analisis. Las muestras 3 y 5 se mantuvieron en la
oscuridad. Las imagenes representan dos experimentos independientes; cada imagen se obtuvo
como la proyeccion maxima de 10 z-stacks. La barra de escala representa 200 ym.
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Para una evaluacion cuantitativa, se utilizé la tincidon Hoechst con el fin de definir
los contornos de los esferoides en todas las muestras.*®5253 En |a Figura 5.32 se muestran
las imagenes mas representativas. La irradiacion de los esferoides pretratados con los
complejos 30 y 32 aumento la fluorescencia del yoduro de propidio (Figura 5.32 y Tabla
5.15), lo que indica un numero elevado de células muertas en el volumen del esferoide.
Este aumento fue del 58 % y 48 % para los esferoides tratados con los complejos 30 o 32,
respectivamente, en comparacion con el control irradiado no tratado (Tabla 5.15). En
contraste, los cambios en la fluorescencia del yoduro de propidio fueron insignificantes

cuando las muestras tratadas se mantuvieron sin irradiar.

Tabla 5.15. Analisis de la intensidad media de fluorescencia de yoduro de propidio. Se analiz6 la
intensidad de fluorescencia en la proyecciéon maxima de los z-stacks obtenidas en microscopia
confocal.

Muestra Intensidad de fluorescencia media (u.a.)
Control - Irradiado 8,3+04
Control - Oscuridad 8,0+04
30 - Irradiado 13,1+ 0,5
30 - Oscuridad 9,1+0,2
32 - Irradiado 12,3+0,7
32 - Oscuridad 9,5+0,3

Los datos demuestran que los complejos de iridio son capaces de inducir la muerte
celular, incluso en esferoides 3D, aunque el efecto es menos pronunciado que el
observado en las células 2D. En la Figura 5.33 se muestra como el compuesto 30, tras un
tratamiento corto de 5 h, se localiza principalmente en la capa superficial del esferoide.
Esto puede representar un factor limitante que podria restringir la fotoactividad de los

compuestos de iridio probados en el experimento anterior.

Figura 5.33. Acumulacion de 30 en un esferoide Hela. Las células se trataron con 2 pM del
complejo y se incubaron durante 5 horas antes del andlisis en el microscopio confocal. Canales: A)
Fluorescencia procedente del complejo 30, B) campo claro, C) superposicion de la fluorescencia y
el canal de campo claro. Barras de escala: 200 um.
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5.4. Resumen

En el presente capitulo se ha descrito la sintesis y caracterizacion de una serie de
complejos octaédricos de Ir(lll), de tipo [Ir(C*N)2(N~N)]OTf, donde N”N es la dppz y C*N
son cuatro ligandos ciclometalados distintos: 2-(5-ariltiofen-2-il)benzotiazoles (25 y 26)
y 2-(5-ariltiofen-2-il)-1-(4-(trifluorometil)bencil)-1H-benzo[d]imidazoles (28 y 29). Todos los
compuestos han sido caracterizados mediante diversas técnicas espectroscépicas y se
han investigado sus propiedades fotofisicas en agua (1 % DMSQO) y acetonitrilo.

Asimismo, se ha evaluado la estabilidad de los compuestos en DMSO y medio de
cultivo celular RPMI (5% DMSO), asi como su fotoestabilidad tras la exposicién a luz azul
durante 6 h. Ademas, se han investigado sus propiedades como fotosensibilizadores en
medios libres de células, demostrando que los compuestos descritos en este capitulo son
capaces de oxidar fotocataliticamente el NADH al ser irradiados con luz azul, verde e
incluso roja en el caso del compuesto 31. Los compuestos también son capaces de
generar oxigeno singlete y radicales hidroxilo en medios libres de células tras la irradiacion

con luz azul.

En cuanto a las propiedades bioldgicas, los compuestos exhiben una elevada
fototoxicidad tras la irradiacién con luz azul, siendo el compuesto 30 el mas activo en
células HelLa (PI>160). Este complejo también presenta la mayor acumulaciéon y
generacion de ROS fotoinducida en dicha linea celular. Es importante resaltar que todos
los compuestos, en condiciones de oscuridad, muestran una toxicidad muy baja en células
humanas no cancerosas, o que demuestra su biocompatibilidad. Los compuestos 30-33
se acumulan en las membranas de organulos intracelulares, particularmente en los
lisosomas vy, tras ser irradiados, inducen una fuga del contenido lisosomal hacia el
citoplasma. Esto puede causar la permeabilizacion de la membrana celular, conduciendo

a una muerte celular por oncosis.

Finalmente, aunque los compuestos de iridio investigados muestran una
fotoactividad elevada en cultivos celulares 2D, los efectos sobre los esferoides 3D son
menos prometedores. Esto puede deberse a una menor penetracion de los complejos en
las capas profundas del esferoide, lo que podria estar relacionado con la alta lipofilicidad

o la agregacion de los compuestos, dificultando la penetracién en el espacio intercelular.
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Complejos ciclometalados de Ir(lll) con una diimina
funcionalizada con un fragmento de cumarina: estudio

de su potencial aplicacion como fotosensibilizadores
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El ligando N”N utilizado en este capitulo ha sido preparado por el grupo de investigacion del Prof.
Dr. Vicente Marchan y los ensayos biolégicos han sido realizados por Pezhman Ashoo, miembro de

nuestro grupo de investigacion.
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6.1. Introduccién

Como se ha mencionado en el Capitulo 1, uno de los grandes retos de la PDT se
relaciona con el desarrollo de nuevos fotosensibilizadores que absorban luz en la ventana
fototerapéutica. Los complejos octaédricos de iridio, a pesar de mostrar excelentes
propiedades fotofisicas, tienden a absorber en la region azul del espectro
electromagnético, que es menos penetrante y mas dariina para los tejidos.'-® Para abordar
esta cuestion, recientemente se han disefiado nuevas estrategias de funcionalizacion con
el fin de ampliar la ventana fototerapéutica de los fotosensibilizadores de Ir(lll) a la region
roja/infrarroja cercana: acoplamiento con fluoréforos organicos,* conjugacion con
compuestos porfirinoides® y el uso de ligandos T-extendidos o con fragmentos dador-

aceptor.®

Las cumarinas son reconocidas por sus amplias propiedades farmacologicas, entre
las que se incluyen su actividad antibiética, antivirica y anticancerigena.”® Ademas, estos
fluoréforos pueden ser modificados facilmente, introduciendo sustituyentes que produzcan
un desplazamiento batocrémico en los espectros de absorcion y emision, o aumentos en
la transferencia de carga intramolecular.® Estas estrategias pueden ser aprovechadas para
desarrollar nuevos agentes para PDT cuando se conectan a complejos metalicos.™ En
este sentido, Zhao y col. descubrieron que la unién de moléculas de cumarina a complejos
de Ir(Ill) y Ru(ll), a través de un ligando imidazo-fenantreno, daba lugar a complejos con
una intensa absorcion de luz visible y a estados excitados tripletes de larga duracién.':1?
Por otro lado, Marchan y col., en colaboraciéon con nuestro grupo de investigacién, han
desarrollado recientemente un agente PDT de tipo | basado en la conjugacién de un
complejo de Ir(lll) a una cumarina COUPY (Figura 6.1), que muestra una elevada
acumulacion celular en el citoplasma de células HelLa y una elevada fototoxicidad con luz

verde y azul, incluso en condiciones de hipoxia.

Figura 6.1. Estructura del primer conjugado Ir(lll)-COUPY preparado por Marchan y col., en
colaboracion con nuestro grupo de investigacion. '3
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Posteriormente, Marchan, Ruiz y col. prepararon nuevos conjugados entre
fluoréforos COUPY y un complejo de Ir(lll), con el fin de encontrar una relacion estructura-
actividad biolégica. Los resultados revelaron que todos los compuestos muestran una
excelente fototoxicidad con luz verde frente a células cancerosas, especialmente frente a
las células de cancer de ovario resistente al cisplatino, tanto en modelos 2D como 3D. En
concreto, se identificaron tres compuestos prometedores (Figura 6.1 como conjugado
progenitor y Figura 6.2), los cuales contienen el mismo fluoréforo, y presentan altos
valores de Pl en células A2780cis en condiciones normales de oxigeno. Es importante
sefalar que la incorporacion de espaciadores condujo a una mejora de los valores de PI
de los conjugados en hipoxia (>131,6 y >147,1), en comparacion con el progenitor (>65,8),

asi como una baja toxicidad en la oscuridad.
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Figura 6.2. Conjugados Ir(ll1)-COUPY de segunda generacion preparados por Marchan y col., en
colaboracién con nuestro grupo de investigacion.

Por ello, en el presente capitulo nos propusimos la sintesis y caracterizacion de
nuevos complejos de Ir(lll) del tipo [Ir(C*N)2(N~N)]*, donde N”~N es un ligando bipiridina-
cumarina (COUBPY, 38) (Figura 6.3), que permite que el cromoforo organico esté
integrado en la esfera de coordinacién del metal. Ademas, se han preparado sus analogos
con el ligando 2,2’-bipiridina con el fin de encontrar una relacién estructura-actividad de
los nuevos complejos. A continuacion, se presentan los resultados de los experimentos
realizados para evaluar la fotoxidacion del NADH vy la fotogeneracion de oxigeno singlete
y/o radicales hidroxilo por parte de los compuestos en medios libres de células, utilizando
luces de distinta longitud de onda. Finalmente, se presentan los resultados obtenidos de
los compuestos de Ir(lll) como fotosensibilizadores en terapia fotodinamica con luz verde

en células de melanomay de cancer cervical.
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Complejo HCAN N*N
39 34 38
40 35 38
41 36 38
42 37 38
43 25 38
44 34 bpy
45 35 bpy
46 36 bpy
47 37 bpy
48 25 bpy

Figura 6.3. Estructura general de los nuevos compuestos preparados en este capitulo.

6.2. Resultados y discusion

6.2.1. Sintesis de los complejos de Ir(lll)

En primer lugar, es pertinente sefalar que tres de los ligandos ciclometalados
utilizados en este capitulo son comerciales: 2-fenilpiridina (34), 2-fenilbenzimidazol (35) y
2-fenilbenzotiazol (36). El ligando 2-(2-tienil)benzotiazol (37) habia sido previamente
descrito; sin embargo, en este capitulo, se ha preparado siguiendo una ruta sintética
modificada respecto a la bibliografia.’® Asimismo, se ha utilizado el ligando 25, cuya
sintesis se detalla en el Capitulo 5, dado que mostré los resultados mas prometedores de

los fotosensibilizadores de iridio de la serie anterior (compuesto 30).

Sintesis del proligando 37

La preparacion del ligando 2-(tiofen-2-il)benzo[d]tiazol (37) consiste en una
reaccion de condensacioén entre o-aminotiofenol y tiofeno-2-carbaldehido, en presencia de
bisulfito sddico, en una mezcla EtOH:H20 (1:1 v:v) durante 18 h a 80 °C (Esquema 6.1).
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Esquema 6.1. Ruta sintética utilizada para la obtencién del proligando 37. Condiciones de reaccion:
1) NaHSOs3, H20, 80 °C, 1 h. 2) EtOH:H20 (1:1 v:v), 80 °C, 18 h.

Sintesis de los complejos de Ir(lll)

Para la sintesis de los complejos de Ir(lll), se ha utilizado como ligando auxiliar NAN
un ligando basado en 2,2’-bipiridina (bpy) que incorpora un cromoforo tipo cumarina (38),
el cual ha sido preparado por el grupo de investigacion del Prof. Dr. Vicente Marchan.
Ademas, se han preparado sus analogos con el ligando comercial 2,2-bipiridina con fines
comparativos, para asi investigar la influencia del nuevo ligando basado en cumarina en
las propiedades fotofisicas y biolégicas. Es importante senalar que dos de los complejos
que contienen la bpy (44 y 46), concretamente los que contienen los ligandos
ciclometalados 34 y 36, habian sido anteriormente descritos por sus interesantes

propiedades dpticas.'®"”

Al igual que los del capitulo anterior, los complejos 39-48 se prepararon mediante
un procedimiento de dos etapas descrito previamente en la bibliografia.®'® En primer lugar,
se obtuvieron los dimeros de iridio, [Ir(C*N)z(u-Cl)]2, haciendo reaccionar el IrCls-H20 con
los proligandos correspondientes (25 y 34-37) en una mezcla 2-etoxietanol:H2O (3:1 v:v)
a 110 °C durante 24 h. En la segunda etapa, cada dimero se hizo reaccionar con la
bipiridina o el ligando 38 en una mezcla MeOH:DCM (3:2 v:v) a 58 °C, en presencia de
KOTf, durante 24 h.

oTf

~

CI, I \\\Cl’t,
Ir
C/‘ \Cl ‘

Esquema 6.2. Procedimiento de sintesis para los complejos de iridio. Condiciones de reaccién: 1)
2-etoxietanol:H20 (3:1 v:v), 110 °C, 24 h, atm Nz; 2) MeOH:DCM (3:2 v:v), 58 °C, 24 h.
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6.2.2. Caracterizaciéon de los nuevos complejos

Los nuevos compuestos se caracterizaron mediante diversas técnicas: RMN ('H-
RMN y "*C-RMN), analisis elemental y HPLC-MS. Los espectros de RMN se registraron
en DMSO-ds 0 CDCls, los cuales quedan recogidos en las Figuras A5.1-5.18 del Anexo V.
Los espectros de "H-RMN de 39-43 muestran resonancias alifaticas en torno a 8 1,1, 2,4,
2,55y 3,45 ppm, correspondientes a los protones alifaticos del ligando COUBPY (38). A
modo de ejemplo, en la Figura 6.4 se muestra el espectro de 'H-RMN del compuesto 42

con las sefales caracteristicas mencionadas.

3.0 2.5 2k 1.5 s ppm

o) )

Figura 6.4. Zona alifatica del espectro de "H-RMN del compuesto 42.

Para concluir con la caracterizacién estructural, se obtuvieron los espectros de
masas de 39-48 mediante HPLC-MS (Figuras A5.19-A5.22), asi como los valores de
analisis elemental. Ambas técnicas confirmaron la estequiometria propuesta y aseguraron
una pureza superior al 95 % en todos los casos (Tabla 6.1). Los cromatogramas obtenidos
mediante HPLC-MS muestran un unico pico cuyo espectro de masas, registrado en modo
positivo, corresponde al ion molecular [M-CI]*, el cual presenta el perfil isotopico del atomo
de iridio, y es concordante con el tedrico en todos los casos. Cabe destacar que, antes de
registrar las medidas de HPLC-MS y realizar el analisis elemental, el contraion triflato fue
sustituido por cloruro. Esta sustitucion del contraién atiende a criterios de solubilidad en el

medio de cultivo bioldgico.
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Tabla 6.1. Valores obtenidos de analisis elemental y HPLC-MS para compuestos 39-48.

Analisis elemental?® (%) HPLC-MS?
Compuesto
C H N S tr (min) Fragmento m/z
923,3084
[M-CI*
61,10 4,50 8,80 (923,3049)
39 N/A 16,527
(61,40) (4,42) (8,77) 462,1587
[M-CI+H]?*
(462,1558)
1001,3290
[M-CI*
61,14 4,43 10,90 (1001,3267)
40 N/A 16,302
(61,41) (4,28) (10,81) 501,1682
[M-CI+H]?*
(501,1667)
1035,2533
[M-CI]*
59,14 4,05 7,75 5,89 (1035,2491)
41 17,807
(59,45) (3,95) (7,85) (5,99) 518,1305
[M-CI+H]?*
(518,1297)
54,24 3,58 7,72 11,81 1047,1643
42 18,025 [M-CI*
(54,35) (3,54) (7,76) (11,85) (1047,1619)
55,27 3,31 6,02 9,30 1335,2033
43 20,268 [M-CI]*
(55,19) (3,23) (6,13) (9,36) (1335,1993)
55,27 3,51 8,05 657,1658
44 N/A 12,101 [M-CI]*
(55,52) (3,49) (8,09) (657,1625)
56,08 3,55 10,62 735,1859
45 N/A 12,590 [M-CI*
(56,13) (3,40) (10,91) (735,1848)
53,75 3,25 6,88 7,82 769,1079
46 14,350 [M-CI*
(53,75) (3,01) (6,97) (7,97) (769,1072)
46,74 2,62 6,69 15,82 781,0211
47 14,457 [M-CI]*
(47,08) (2,47) (6,86) (15,71) (781,0200)
50,08 2,39 5,12 11,50 1069,0559
19,294 [M-CI*
(50,02) (2,37) (5,07) (11,61) (1069,0568)

aValores teoricos entre paréntesis. N/A: no aplica
6.2.3. Propiedades fotofisicas de los nuevos compuestos

Las propiedades fotofisicas de los nuevos compuestos de iridio se estudiaron en

acetonitrilo y en agua (1 % DMSO).
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Espectroscopia de absorcion UV/Visible

En primer lugar, se registraron los espectros de absorcion de 39-48 a una
concentracién de 10 uM a temperatura ambiente (Figura 6.5 y Tablas 6.2 y A5.1). Todos
los compuestos presentan las bandas tipicas de este tipo de complejos, las cuales se
detallaron en el Capitulo 5. En consecuencia, exhiben bandas de absorcién intensas por
debajo de 350 nm, atribuidas a las transiciones -1 permitidas por el espin y centradas
en los ligandos C*N y NAN. Las bandas de absorcion menos intensas y de menor energia
(A>350 nm) podrian asignarse a bandas centradas en los ligandos o de transferencia de
carga (LLCT), y/o a bandas de transferencia de carga metal-ligando permitidas por el espin
("MLCT) o prohibidas por el espin (3MLCT). Estas ultimas son consecuencia del

acoplamiento espin-orbita del atomo pesado de Ir(lll) ({=3909 cm™).1%-21

A)
1,5x10° 1,0x10°
— 39
< 1,0x10° 40 -
& 5 45
- — 4 - 5,0)(104 47
=S \ 42 £
w  50x10* — 43 © — 48
OI 1 T T Ll 1 0| T T 1
200 300 400 500 600 700 200 400 500 600
A (nm) A (nm)
B)
6,0x10* 6,0x10*
\’\ — 39 — 44
T 40108y 40 < 4,0x10“-\ 45
§ — 41 ‘_ﬁ — 48
= 42 = 47
@  2,0x10* — 43 = 2,0x10%] — 48
\\/
‘-'.0_._.
0 T T T T 1 O T L] T 1
300 400 500 600 700 300 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 6.5. Espectro de absorcion UV/Vis de los compuestos 39-48 (10 uM) en: A) acetonitrilo; y
B) agua (1 % DMSO).

En la Figura 6.5 y en la Tabla 6.2 se observa que los complejos que contienen
ligandos CAN con un mayor grado de conjugacion 1 (45-48 vs 44) muestran mayor valor
de coeficiente de extincion molar, especialmente en la region de 300-500 nm. Ademas, la
capacidad de absorcion de luz de 47 y 48 es mayor que la de 44-46, debido a la sustitucion
del anillo de fenilo en los ligandos 34, 35y 36 por el nucleo de tiofeno, que es mas rico en

electrones. Por otra parte, al comparar los espectros de absorcion del proligando 25, el
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ligando N*N 38 y el complejo 43 (Figura 6.6), se puede concluir que las bandas de
absorcion situadas alrededor de 505 y 540 nm en el complejo de iridio corresponden a
bandas de transferencia de carga metal-ligando, atribuibles al ligando N*N (38). Por esta
razon, las bandas mencionadas se observan en todos los compuestos con el ligando
bipiridina-cumarina y presentan valores de coeficientes de extincion molar que varian entre
35000 y 40000 M-'cm™™.

1,2x105
< 8,0x10* — 48
§ 38
E — 25
w  4,0x10%
. \—\/\

) I ! 1
200 300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 6.6. Espectro de absorcion UV/Vis del compuesto 43, junto a su proligando C*N (25) y el
ligando COUBPY (38) en acetonitrilo.

En resumen, las modificaciones estructurales implementadas en los complejos de
iridio a través de los ligandos C”N ejercieron una influencia moderada sobre sus
propiedades fotofisicas. Sin embargo, la introduccion del fragmento cumarina en el ligando
NAN desplazo significativamente las propiedades de absorcion de todos los compuestos
de iridio sintetizados (39-43), permitiendo alcanzar la region verde y roja del espectro. Este
hecho destaca el importante papel de los cromoéforos derivados de cumarina en el disefo
futuro de nuevos fotosensibilizadores que puedan absorber en estas regiones del espectro
UV/\Vis.

Espectroscopia de emisiéon

A continuacion, se registraron los espectros de emision de los compuestos 39-48
en acetonitrilo, a una concentraciéon de 10 uM, a temperatura ambiente (Figura 6.7 y Tabla
6.2). En los complejos que contienen bpy, la emisién se ve influenciada por el ligando C~AN,
con maximos de emision que varian entre 524 nm y 669 nm para los complejos 46 y 48,
respectivamente. En cuanto a los rendimientos cuanticos de emision, los valores fluctian
considerablemente, desde 0,36 (47) hasta <0,01 (48), y los tiempos de vida también
muestran una amplia variabilidad, entre 280 ns (44) y 4940 ns (47). Estos valores de
tiempo de vida se encuentran dentro del rango descrito en la bibliografia para este tipo de

compuestos.??-24
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Figura 6.7. Espectro de emisién de los compuestos 39-48 (10 uM) en acetonitrilo. Aex= 500 nm (39-
42), 540 nm (43), 370 nm (45), 380 nm (47) y 470 nm (48).

Cabe sefialar que todos los compuestos con el ligando bipiridina-cumarina (38), es
decir, 39-43, exhiben una banda de emisién cuyo maximo se encuentra alrededor de 585
nm, independientemente del ligando C*N, aunque con tiempos de vida que varian en un
amplio rango, desde 266 ns (43) hasta 2360 ns (41). El compuesto 43 presenta, ademas,
otra banda de emision a 668 nm, coincidente con la observada en los complejos 48 y 30
(Capitulo 5), tanto en longitud de onda (~669 nm) como en tiempo de vida (~1 ps) y
rendimiento cuantico (<0,01), y atribuible a la presencia del ligando 25 en dichos
compuestos. Para investigar la naturaleza de las bandas de emisién de los complejos con
cumarina (39-43), se registraron sus espectros de emision en agua (1 % DMSO) a una
concentracion 10 yM. Como se observa en la Figura 6.8 y en la Tabla A5.1, el uso de un
disolvente mas polar que el acetonitrilo conduce a un desplazamiento batocromico de la
banda de emision de hasta 100 nm en el caso del compuesto 40. Estos hallazgos sugieren
que la banda de emision presenta un caracter SMLLCT en el estado triplete mas bajo.®
Ademas, en la mayoria de los casos, se observa la aparicion de un hombro en la banda
de emision. Estos resultados evidencian que la banda observada en acetonitrilo a 585 nm
en los complejos 39-42 se debe a una transferencia de carga que involucra a ambos tipos

de ligandos (NN y C~N), mientras que en el compuesto 43, solo involucra al ligando N~N.

1,04 : \
g — 39
g 40
2] f —
E p
S 051
S o,
o — 43
0
@
£
IT]

0 . . —

500 600 700 800

A (nm)

Figura 6.8. Espectro de emisidn de los compuestos 39-43 (10 uM) en agua (1 % DMSO). Aex= 520
nm.
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En la Tabla 6.2 se resumen los datos del estudio fotofisico de los complejos 39-48
en acetonitrilo: longitud de onda de excitacion, de emisién, tiempos de vida y rendimiento

cuantico de emision.

Tabla 6.2. Longitudes de onda de absorcion (Aabs) y emision (Aem) de los complejos 39-48, tiempos
de vida (Tem) y rendimientos cuanticos de emision (dem) en acetonitrilo.

Comp. Aabs, Nm (g, Mcm™) Ae, M Aem, NM  Tem, NS? D
254 (61740), 332 (24050), 372
39 500 584 778 <0,01
(16280), 503 (31970), 534 (38040)
206 (117330), 240 (75300), 290 1350
40  (57480), 302 (57520), 336" (32270), 500 578 (21%)  <0,01
503 (34230), 536 (41070) 186 (79%)
208 (94460), 254 (51410), 311
41  (45430), 321 (46450), 378 (19660), 500 588 2360  <0,01

506 (34550), 538 (43390)
204 (84210), 264" (40480), 292
42 (39000), 328 (44760), 451" (18470), 500 587 1750  <0,01
508 (33440), 539 (43140)

266 (82 %)

266 (47100), 302 (43120), 345 586 <0,01
43 540 10 (18 %)
(51770), 499 (35980), 541 (44030)
668 1230 <0,01
254 (41080), 310 (18100), 373
44 380 586 280 0,11
(4970)
208 (72760), 239 (55160), 292
45 380 580 633 0,17
(38590), 302 (41160), 380" (8920)
270 (31735), 309 (28953), 409 524,
46° 365 n.d. 0,03
(6882) 560"
309 (32000), 325 (30170), 377 575
47 370 4940 0,36
(13970), 427 (11900) 621"
269 (31470), 307 (34230), 352
48  (38060), 386 (34190), 405 (32290), 470 669 1240  <0,01

450" (22030)

aTiempos de vida y rendimientos cuanticos de emisién medidos en ausencia de oxigeno. *Valores
obtenidos de la bibliografia.1”:?%27 n.d.: no determinado.
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6.2.4. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad

Tras finalizar la caracterizacion estructural y previo al estudio de las propiedades
biolégicas in vitro, se llevaron a cabo los estudios de estabilidad y fotoestabilidad de los
nuevos complejos. En primer lugar, se estudio la estabilidad en DMSO, pues como se ha
mencionado en los capitulos anteriores, es el disolvente utilizado para introducir los
compuestos en el medio celular. Para ello, se registraron los espectros de 'H-RMN a
tiempo inicial y tras 48 h de incubacion a temperatura ambiente (Figura 6.9 para 42 y 47,
y Figuras A5.23-A5.30 para el resto). En todos los casos, los espectros permanecen
inalterados, confirmando asi la estabilidad de los complejos en las condiciones ensayadas.
A continuacion, se verifico la estabilidad en medio de cultivo RPMI (5 % DMSO) tras 48 h
de incubacién a 37 °C, mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis (Figura 6.9 para 42
y 47, y Figuras A5.31-A5.32 para el resto).

42
0,5
A) | 0,44
«©
- t=48h &
il l‘ | A 1 5 /v t= 48h
e AU __M_,., _J ',,___,.‘ it A é 0,24 /
‘ ‘ 0,14
|J J | ( ‘ t=0 0
| ’ !‘I ” U\I |‘ | ‘ 400 600 800
e V) : SV "“ i — ‘u__,.i__M | ?L(nm)
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0.4+
B)
= 03
f _ o
| C | ( H t4sh £ o) o
! ey IA 5 t= 48h
2 g4
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Figura 6.9. Estudios de estabilidad de los compuestos 42 (A) y 47 (B) en DMSO mediante "H-RMN
tras 48 h de incubacién at.a., y en RPMI (5 % DMSQO) mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis
tras 48 h de incubacién a 37 °C.

Por su parte, la fotoestabilidad de los compuestos 39-43 se evalud con luz verde
(520 nm, 1,8 mW/cm?), mientras que los compuestos 44-48 se estudiaron con luz azul
(465 nm, 4,0 mW/cm?). En ambos casos, se disolvieron en DMSO a una concentracion 10
MM y se registraron los espectros de absorcion UV/Vis al inicio y después de 2 h de
irradiacion a la longitud de onda indicada. Los resultados, presentados en las Figuras

6.10, A5.33 y A5.34, muestran que todos los complejos son estables en las condiciones
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ensayadas, ya que los espectros de absorcidon permanecen inalterados en todos los casos.

42 47
0,6+ 0,44
s g 0.3
o 0,44 — t=0 7] \ — t=0
5 t=2h g t=2h
g - £ 02- - =
? 2 ‘
0,2-
g 2 0.14
c T 1 T 1 1 c 1 1 T 1
300 400 500 600 700 300 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 6.10. Espectros de absorcion de los compuestos 42 y 47 (10 uM) en DMSO, a tiempo 0 y
tras 2 h de irradiacion con luz verde (42, 520 nm, 1,8 mW/cm?) y luz azul (47, 465 nm, 4,0 mW/cm?).

6.2.5. Estudios del mecanismo de PDT en medio libre de células
Como se ha mencionado a lo largo de los capitulos, para que un compuesto
funcione eficazmente como fotosensibilizador en terapia fotodinamica, es esencial que

tenga la capacidad de generar ROS cuando se irradia con luz de una longitud de onda

especifica.

Fotooxidacion del NADH

Tal y como se describio en el Capitulo 5, se evalud la capacidad de los compuestos
39-48 para generar ROS en presencia de luz de distinta longitud de onda. En primer lugar,
se estudiaron con luz verde, puesto que los complejos 39-43 presentan unos valores altos
de coeficiente de extincidon en dicha regidon del espectro electromagnético (Tabla 6.2). Para
ello, se prepararon disoluciones de 39-48 (5 uM) y de NADH (100 uM) en PBS (5 % DMF),
y se registraron los espectros de absorcion del NADH tras irradiar la disolucion con luz
verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) a distintos intervalos de tiempo (Figuras 6.11, A5.36 y
A5.37). En la Figura 6.11 y la Tabla 6.3 se puede observar que todos los compuestos que
contienen el fragmento de cumarina son capaces de generar ROS en estas condiciones,
mientras que de los que presentan el ligando bipiridina, solo el complejo 48 es capaz de
generarlas. Las diferencias mas destacables se observaron cuando el ligando C”N es 2-
fenilpiridina, puesto que el valor de TOF aumenta de 0 a 292 h™' al incorporar el fragmento

de cumarina en el ligando NAN.
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Figura 6.11. Fotooxidacion del NADH (100 pM) en presencia de los compuestos 39, 42, 44 y 47 (5
MM) tras irradiar con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm2).

Por otro lado, para verificar la capacidad de 44-48 para generar ROS con una luz
mas energética, se estudio la fotooxidacion del NADH en presencia de dichos complejos
tras irradiar con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?). En las Figuras 6.12 y A5.38 se observa
que todos los complejos generan ROS en estas condiciones y en la Tabla 6.3 se presentan
los valores de TOF, que oscilan entre 0,45 y 49,89 h™'. Por su parte, se evalud la
fotooxidacion del NADH en presencia de los compuestos 39-43 utilizando luz roja (620 nm,
15 mW/cm?), ya que, a diferencia de sus analogos sin funcionalizar, muestran absorcion
en dicha regiéon del espectro UV/Vis (Figura 6.5). La eficacia para generar ROS se ve
afectada al utilizar esta luz menos energética, lo que esta directamente relacionado con
su menor capacidad de absorcion en dicha region del espectro electromagnético (Figura

6.12 para 39 y 42, y Figura A5.39 para el resto).
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Figura 6.12. Fotooxidacion del NADH (100 uM) en presencia de los compuestos 44 y 47 (5 pM)
tras irradiar con luz azul (4 mW/cm?), y de los compuestos 39 y 42 (5 uM) tras irradiacién con luz
roja (15 mW/cm2).

Tabla 6.3. Valores de frecuencia de recambio (TOF) de los compuestos 39-48.

TOF (h™) TOF (h™)
Compuesto Compuesto
A=620 nm? A=520 nmP A=465nm° A=520 nmP
39 84,35 292,09 44 0,45 0
40 9,42 29,79 45 7,04 0,50
41 126,61 242,12 46 18,98 0,73
42 121,47 237,90 47 25,07 0,75
43 19,19 54,80 48 49,89 3,57

aPotencia luz roja: 15 mW/cm2. bPotencia luz verde: 2 mW/cm?2. °Potencia luz azul: 4 mW/cm2,

Mecanismo tipo Il. Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete ('O»)

A continuacion, se investigd el tipo especifico de ROS que producen los
compuestos en medio libre de células, con el fin de esclarecer el mecanismo de
fotoactivaciéon. Primero, se calcularon los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete de
39-43 tras la irradiacion con luz verde (520 nm) en acetonitrilo, siguiendo el método

indirecto descrito en capitulos anteriores. De esta forma, se prepararon disoluciones de
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DPBF (50 uM) en presencia de 39-43, y se registraron sus espectros de absorcion tras
irradiar con luz en un intervalo de tiempo dado (Figura 6.13 y A5.40). En cuanto a los
complejos con 2,2’-bipiridina (44-48), su capacidad de generacion de oxigeno singlete se
estudio con luz azul (Figura 6.13 y A5.41). Cabe mencionar que la concentracion de los
complejos se ajustoé de forma que la absorbancia a la longitud de irradiacion fuese similar

a la del patrén.
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Figura 6.13. Espectro de absorcion del DPBF en acetonitrilo aireado presencia de 42-43 y 47-48
tras la irradiacion con luz verde (0,5 mW/cm? para 42 y 43) o azul (0,5 mW/cm? para 47 y 48).

En la Figura 6.14 se muestra la variacion de la absorbancia del DPBF a 411 nm
frente al tiempo de irradiacién. De esta gréafica se obtienen rectas cuyas pendientes
permiten calcular los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno singlete, utilizando
la Ecuacion 4.1. Para calcular el rendimiento cuantico, se utilizé [Ru(bpy)s]Cl. como
referencia (= 0,57). En la Tabla 6.4 se presentan los valores de rendimiento cuantico de
generaciéon de oxigeno singlete para los complejos 39-48. De los compuestos con
cumarina (39-43) destacan 42 y 43, que contienen el fragmento de tienilo en su estructura
y presentan valores de rendimiento cuantico de 0,46 y 0,79, respectivamente. Por otro
lado, en los complejos 44-48 se puede observar una fuerte correlacién con los valores
obtenidos en los tiempos de vida (Tabla 6.2), donde el complejo 47 es el que posee un

mayor rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete (0,95) y de tiempo de vida
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(4,94 ps). Ademas, en los estudios in vitro, dicho complejo es el mas fototéxico de los
complejos sin funcionalizar (44-48). Estos hallazgos sugieren que, a diferencia de los
complejos 39-43, los analogos con bpy siguen preferentemente el mecanismo tipo Il de la

PDT al fotoactivarse.
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Figura 6.14. Representacion de la absorbancia normalizada a 411 nm frente al tiempo de irradiacion
del DPBF en presencia de los compuestos 39-48 y la referencia [Ru(bpy)s]Clz con luz verde.

Tabla 6.4. Valores de rendimiento cuantico de generacién de oxigeno singlete (Pa) de los
compuestos 38-47 en las condiciones ensayadas.

Compuesto D,? Compuesto Dy°
39 0,31 44 0,38
40 0,16 45 0,50
41 0,15 46 0,75
42 0,46 47 0,95
43 0,79 48 0,67

aPotencia luz verde: 0,5 mW/cm2. ®Potencia luz azul: 0,5 mW/cm?Z.

Mecanismo tipo |. Generacién de radical hidroxilo -OH

Por otro lado, se investigd la capacidad de los compuestos para generar radicales
hidroxilo, un tipo especifico de ROS de tipo |, en PBS (5 % DMF), siguiendo el
procedimiento descrito en el Capitulo 4. Para ello, se prepararon disoluciones de HPF (10
MM) en presencia de los compuestos 39-48 (10 uM), y se registré el espectro de emision
a tiempo inicial y tras la irradiacion con luz verde en un intervalo de tiempo de 0-10 minutos.
En las Figuras 6.15 y A5.42 se observa que todos los compuestos con cumarina (39-43)
son capaces de generar radicales hidroxilo bajo estas condiciones. Sin embargo, entre los
compuestos que contienen bpy, solo el complejo 48 es capaz de generar dicha especie
citotoxica, posiblemente debido a su mayor absorcion en la region verde del espectro

electromagnético (Figura 6.15 para 44 y 47, y Figura A5.43 para el resto).
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Figura 6.15. Espectro de emision de la HPF en presencia de los complejos 39, 42, 44 y 47 tras
irradiar con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) en un intervalo de tiempo de 0-10 min.

La generacién de radicales hidroxilo por parte de los compuestos con bpy (44-48)
también se estudié con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?). En las Figuras 6.16 y A5.44 se
observa que todos ellos, excepto el complejo 44, son capaces de generar radicales
hidroxilo en estas condiciones, lo que nuevamente pone de manifiesto que la luz verde no
es adecuada para activar estos compuestos, ya que no absorben en dicha region del

espectro UV/Visible.
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Figura 6.16. Espectro de emisién de la HPF (10 uM) en presencia de los complejos 44 y 47 (10
MM) tras irradiar con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2) en un intervalo de tiempo de 0-10 min. Aex: 490
nm.

En la Figura 6.17 se muestra la representacion de la emision normalizada respecto
al tiempo de irradiacion, lo que permite concluir que de los complejos 39-43, 41 es el mayor
productor de radicales hidroxilo, mientras que de los complejos 44-48, el compuesto 48 es

el Unico capaz de generar esta especie citotéxica con ambas luces.
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Figura 6.17. Emision normalizada de la HPF a 514 nm frente al tiempo de exposicién a la luz en
presencia de los complejos 39-48. A y B) Luz verde (520, 2,0 mW/cm2y C) luz azul (465 nm, 4,0
mW/cm2).

6.3. Estudios biolégicos

Uno de los objetivos del presente capitulo fue evaluar el potencial de los nuevos
compuestos de Ir(lll) como agentes fotosensibilizadores. Para ello, se llevaron a cabo
estudios in vitro, los cuales fueron realizados por Pezhman Ashoo, miembro de nuestro

grupo de investigacion.
6.3.1. Viabilidad celular

La actividad de los complejos 39-48 se evalud en células HelLa y A375, tanto en
oscuridad como tras la irradiacion de luz verde. En condiciones de oscuridad, los
compuestos muestran un efecto citotoxico muy variado sobre la viabilidad y proliferacién
de las células A375 y Hela, ya que los compuestos 40 y 43 no muestran citotoxicidad en
ausencia de luz, mientras que el compuesto 39 presenta un ICso en el rango
submicromolar. Tras irradiar con luz verde, todos los compuestos muestran una actividad
citotoxica potenciada, con valores de ICsp en el rango nanomolar o micromolar. Los
compuestos mas prometedores de la serie son 40 y 42, con valores de Pl >200 y >64 en
células A375, respectivamente. Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos para
los compuestos 39-43 con sus analogos que contienen bipiridina (44-48), se observa que
los valores de Pl son mayores en todos los casos. Esto indica que la cumarina desempefa

un papel crucial en las propiedades bioldgicas de los complejos de iridio.
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Tabla 6.5. Valores de ICso (uM) obtenidos para células tratadas con los complejos de iridio,

irradiadas con luz verde (1 h, Amax = 520 nm, 1,3 mW/cm?) o sin irradiar.2

A375 HeLa
Compuesto
Oscuridad Luz verde Pl Oscuridad Luz verde Pl
0,103 + 0,009 + 0,111 + 0,010 +
39 11,4 11,1
0,006 0,003 0,007 0,002
40 >100 0,5+0,2 > 200 >100 0,8+0,2 >125
0,097 + 0,085 +
41 3,3+1,0 34,0 1,6 +0,3 18,8
0,017 0,015
0,075 + 0,095 +
42 48 +0,5 64,0 2,1+0,5 22,1
0,007 0,012
43 >100 9,3+0,9 >10,8 >100 6,4+0,7 >15,6
44 1,8+04 23+05 0,8 19,7+54 13,6 +4,5 1,4
45 34+0,7 0,98 + 0,16 3,7 >100 19,4 +9,2 >52
0,082 + 0,300 +
46 0,30 + 0,09 3,7 1,9+04 ,
0,010 0,055
0,093 + 0,146 +
47 0,50 + 0,06 5,4 25+0,2 171
0,007 0,011
48 15,3+ 3,2 39+0,2 3,9 17,5+4,0 2,7+0,3 6,5

aLos datos se expresan como valores medios + DE de, al menos, tres medidas independientes.

Asimismo, se determinaron los valores de ICso de 39-43 en células A375 y HelLa

tras la irradiacion con luz roja (Amax = 620 nm, 15 mW/cm?). En la Tabla 6.6 se observa que

todos los compuestos también se fotoactivan con luz roja, aunque su fotoactividad es

menor en comparacion con la verde. Esto se debe a la menor absorcién de los complejos

en esa longitud de onda, lo que limita su capacidad de activacion. Pese a esto, el

compuesto 42 muestra un valor de Pl relevante. Este hallazgo abre la posibilidad de utilizar

una longitud de onda mas larga para activar este complejo, lo que podria tener

aplicaciones importantes en tratamientos que requieren una penetracién mas profunda de

la luz en los tejidos.

Tabla 6.6. Valores de ICso (UM) obtenidos para células tratadas con los complejos de iridio,
irradiadas con luz roja (1 h, Amax = 620 nm, 15 mW/cm?) o sin irradiar.2

A375 HelLa
Compuesto
Oscuridad Luz roja Pl Oscuridad Luz roja PI
39 0,103 + 0,028 + 0,111 + 0,026 +
0,006 0,003 ’ 0,007 0,003 ’
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40 >100 7,7+08 13,0 >100 12,0+£1,9 8,3
0,588 * 0,131 %
4 3,3+x1,0 5,6 1,6+0,3 12,2
0,049 0,013
0,123 0,127 +
42 48+0,5 39,0 21+£05 16,5
0,007 0,014
43 >100 10924 917 >100 6,407 >1506

3l os datos se expresan como valores medios + DE de, al menos, tres medidas independientes.

6.3.2. Acumulacion intracelular

A continuacion, se evalud la acumulacion intracelular de los nuevos complejos de
iridio en células de melanoma, puesto que la captacion celular es fundamental para que
un farmaco ejerza su actividad citotdxica. Para ello, se determiné el contenido de iridio
intracelular mediante ICP-MS en células tratadas con los compuestos durante 1 h a una

concentraciéon de 10 uM (Figura 6.18).
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Figura 6.18. Acumulacion intracelular de iridio en células A375 tratadas con los compuestos 39-48
(10 uM) durante 1 h. La acumulacién de Pt en cisplatino se utilizé como control positivo. Los datos
de la concentracion de iridio intracelular se representan como la media + DE de dos ensayos
independientes.

En todos los casos el fragmento de cumarina mejora la acumulacién de los
complejos en el interior celular. Ademas, se observa una diferencia significativa en la
acumulacion intracelular segun el ligando C*N, siendo los compuestos que contienen los
ligandos 2-fenilpiridina y 2-fenilbenzotiazol los que se acumulan con mayor facilidad. En
resumen, la captacion celular de los compuestos 39-43 sigue el siguiente orden: 41 > 39
= 42 > 40 > 43. Es importante senalar que los dos compuestos que menos se acumulan
en las células (40 y 43) son los que presentan un ICso mayor en condiciones de oscuridad
(>100 uM).
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6.4. Resumen

En el presente capitulo se ha descrito la sintesis y caracterizacién de una serie de
complejos octaédricos de Ir(lll), de tipo [Ir(C*"N)2(N*N)]JOTf, donde C"N corresponde a los
ligandos 2-fenilpiridina, 2-fenilbenzimidazol, 2-fenilbenzotiazol, 2-(2-tienil)benzotiazol y 2-
(5-(4-(trifluorometil)fenil)tiofen-2-il)benzotiazol, preparado en el Capitulo 5. Todos los
compuestos se han caracterizado mediante diversas técnicas espectroscopicas y se han

investigado sus propiedades fotofisicas en acetonitrilo.

Se ha demostrado la estabilidad de los compuestos en DMSO y medio de cultivo
RPMI (5 % DMSOQO) en oscuridad, y su fotoestabilidad bajo luz verde (39-43) o azul (44-
48). También se ha investigado su eficacia como fotosensibilizadores en medios libres de
células, demostrando que los compuestos con cumarina (39-43) son capaces de oxidar el
NADH bajo la irradiacién con luz verde y roja, mientras que de sus analogos con bipiridina,
solo el compuesto 48 es capaz de oxidar el NADH con luz verde. Ademas, se ha
comprobado mediante métodos espectroscopicos que todos los conjugados con cumarina
(39-43) generan diferentes tipos de ROS, como oxigeno singlete y radicales hidroxilo,
cuando se irradian con luz verde. Esto podria ayudar a superar las limitaciones de los
fotosensibilizadores convencionales en entornos con bajo contenido de oxigeno. Los
compuestos con 2,2’-bipiridina también son capaces de generar ambos tipos de ROS,

aunque lo hicieron con luz azul.

Por su parte, los complejos exhiben una fototoxicidad muy variada al irradiar con
luz verde, destacando los complejos 40 y 42 como los mas prometedores de la serie en
células A375, con valores de Pl >200 y 64, respectivamente. EI complejo 42 también
muestra un valor de Pl relevante al ser irradiado con luz roja (Pl= 39). Es importante
resaltar que la introduccidon del fragmento de cumarina mejora tanto la captacion

intracelular de los complejos como su fotoeficacia al tratar células cancerosas.
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Se han desarrollado nuevos complejos semisandwich de Os(ll), de tipo [Os(p-
cimeno)(N*N’)CI]PFs, utilizando como ligando N*N’ un quelato derivado de 2-(1-
aril)-1,2,3-triazol-4-il)benzotiazol. Las estructuras moleculares de los complejos 8 y
10 obtenidas mediante difraccién de rayos X confirman las estequiometrias
propuestas. Las propiedades fotofisicas ponen de manifiesto la influencia de los
sustituyentes electrodadores o electroretiradores en las bandas de absorcién y de
emision de los compuestos. En particular, el compuesto 10 destaca por su mayor
intensidad de absorcion en la banda de menor energia y por presentar una emision
desplazada hacia longitudes de onda mas largas en comparacion con los demas
complejos de la serie. Todos los compuestos son estables en DMSO y en una
mezcla DMSO:H20 (2:1), aunque el complejo 10 se hidroliza presencia de un 95%
de agua. Los complejos interaccionan con la seroalbumina, siendo el que contiene
el sustituyente electrodador (-NMez, 10) el que presenta mayor afinidad por la
proteina. Los estudios de citotoxicidad in vitro llevados a cabo en diversas lineas
celulares indicaron que el complejo 10 es el mas activo de la serie. Este se acumula
de forma inespecifica en diversos organulos, induce el dafio mitocondrial, y provoca
la detencién del ciclo celular en la fase G1. Finalmente, los complejos muestran
citotoxicidad en CSC de rabdomiosarcoma en forma de esferoides 3D, comparable

o incluso superior a la observada en células diferenciadas.

Se han preparado y caracterizado nuevos complejos octaédricos de Os(ll), del tipo
[Os(CAN)(NAN).]JOTf, donde CAN representa un ligando basado en
fenilbenzimidazol con un sustituyente dador (-NMe), aceptor (-CF3) o sin
sustituyente, y N*N corresponde a 2,2’-bipiridina o dipirido(3,2-f:2’,3’-h]quinoxalina.
La estructura molecular de 17 es la primera descrita para este metal y
estequiometria, y confirma la estequiometria propuesta. Todos los complejos son
absorbentes pancromaticos y son estables en medio de cultivo y en DMSO, tanto
en condiciones de oscuridad como tras la irradiacion con luz verde. Ademas, son
capaces de interaccionar eficazmente con la seroalbumina, siendo el complejo 17
el que destaca por su mayor afinidad por la proteina. Se ha evaluado la actividad
antiproliferativa en lineas celulares de cancer 2D y 3D en condiciones de oscuridad
y todos ellos presentan mayor toxicidad que el cisplatino. En concreto, el complejo
17 destaca por ser el mas activo de la serie. En cuanto al mecanismo de accion,
los complejos activan la via del estrés del reticulo endoplasmico en células

cancerosas Yy alteran la homeostasis del calcio.
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3. Se ha desarrollado y caracterizado una nueva serie de complejos de Ru(ll) del tipo
[Ru(CAN)(N~AN).]JOTf, analogos de los preparados en el capitulo anterior. Todos los
complejos absorben luz hasta los 750 nm, son estables en distintos medios,
fotoestables tras la irradiacién con luz verde e interaccionan eficazmente con la
seroalbumina. Asimismo, los estudios de generacion de ROS en medios libres de
células indican que los compuestos son capaces de generar oxigeno singlete tras
la irradiacion con luz verde, aunque con valores de rendimientos cuanticos de
oxigeno singlete bajos. Ademas, los compuestos 21 y 23, con el sustituyente -CF3,
son también capaces de generar radicales hidroxilo tras la irradiacién. La
fototoxicidad de los complejos se evalué en un panel de lineas celulares,
destacando 21 como el mas fototéxico de la serie. En cuanto al mecanismo de
accion en células Hela, los complejos de rutenio se acumulan en compartimentos
ricos en membranas y producen ROS tras la irradiacién con luz verde. El complejo
21, tras la irradiacidon, induce la muerte celular mediante oncosis, altera las
membranas fosfolipidicas, provoca l|a despolarizacion de la membrana

mitocondrial, asi como la desnaturalizacion de las proteinas de membrana.

4. Se han sintetizado y caracterizado nuevos complejos octaédricos de Ir(lll), de tipo
[Ir(C~N)2(NAN)]JOTf, donde N”N es la dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazina y C*N son
cuatro ligandos ciclometalados derivados de benzotiazol o N-[(trifluorometil)bencil]-
1H-benzo[d]imidazol. La introduccion del sustituyente dador de electrones (-NMey)
provoca un aumento en la intensidad de absorcion, asi como un ligero
desplazamiento batocrémico de la banda de menor energia, en comparacién con
sus analogos con el sustituyente retirador de electrones (-CF3). Todos los
complejos son estables en medio de cultivo y en DMSO, tanto en condiciones de
oscuridad como tras la irradiacion con luz azul, y son capaces de oxidar
cataliticamente el NADH y de generar oxigeno singlete y radicales hidroxilo en
medios libres de células tras la irradiacion con luz azul. La fototoxicidad de los
compuestos fue evaluada con luz azul en distintas lineas celulares, destacando el
complejo 30 como el mas fototdxico en células HeLa (PI>160). En cuanto a su
mecanismo de accién, se acumulan preferentemente en los lisosomas vy, tras la
irradiacion, inducen una fuga del contenido lisosomal hacia el citoplasma. Esto
provoca la permeabilizacion de la membrana celular y conduce a la muerte celular

por oncosis.

5. Se han sintetizado y caracterizado nuevos complejos octaédricos de Ir(lll), de tipo
[Ir(C"N)2(N*N)]OTf donde C~N es 2-fenilpiridina, 2-fenilbenzimidazol, 2-
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fenilbenzotiazol, 2-(2-tienil)benzotiazol o 2-(5-(4-(trifluorometil)fenil)tiofen-2-
il)benzotiazol y N*N es un ligando basado en 2,2-bipiridina, sustituido con un
fragmento de cumarina. Ademas, se han preparado también los analogos con el
ligando 2,2-bipiridina con fines comparativos. La introduccién del fragmento de
cumarina en el N*N modifica las propiedades fotofisicas de los complejos,
especialmente la absorcion. Todos los compuestos resultaron estables en medio
de cultivo y en DMSO, tanto en oscuridad como bajo luz verde (39-43) o azul (44-
48). Los nuevos compuestos son capaces de oxidar el NADH bajo la irradiacién
con luz verde y roja, mientras que, entre sus analogos con 2,2’-bipiridina, solo el
compuesto 48 puede hacerlo bajo luz verde. Los complejos 39-43 también
producen oxigeno singlete y radicales hidroxilo cuando se exponen a la luz verde.
Finalmente, los estudios de fototoxicidad con luz verde en células HeLa y A375
revelaron que los nuevos complejos son fototéxicos. En particular, los complejos
40 y 42 destacan como los mas prometedores en células A375, con valores de
indices de fototoxicidad mayor de 200 y de 64, respectivamente. Ademas, el
complejo 42 muestra un valor de Pl significativo al ser irradiado con luz roja (PI1=39),
lo que sugiere la posibilidad de utilizar luces menos energéticas y mas penetrantes

para su fotoactivacion.
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1. Materiales y reactivos

Los disolventes acetonitrilo, hexano, acetato de etilo, dimetilsulféxido,
diclorometano, tolueno, dioxano, 2-etoxietanol y éter etilico fueron adquiridos a través de
LabBox o de Scharlab (Barcelona, Espana). El metanol y etanol fueron adquiridos en J.

Baker, y los disolventes deuterados a través de Euriso-top.

El nitrato de sodio, acido clorhidrico, azida de sodio, alcohol propargilico, sulfato
de cobre pentahidratado, ascorbato de sodio, terbutanol, cloruro de oxalilo, trietilamina,
acido trifluoroacético, a-terpineno, hexafluorofosfato de amonio, acido 4-cloro-3-
nitrobenzoico, butilamina, zinc en polvo, formiato de amonio, acido sulfurico, bisulfito de
sodio, benzaldehido, 3-bromobenzaldehido, carbonato de potasio,
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0), acido 4-(N,N-dimetilamino)fenilborénico, &cido 4-
(trifluorometil)fenilborénico, acetato de potasio, triflato de potasio, 5-bromotiofeno-2-
carbaldehido, o-aminotiofenol, o-fenilendiamina, bromuro de 4-trifluorometilbencilo,
diclorurobis(trifenilfosfina)paladio(ll), carbonato de cesio, 1,10-fenantrolina, bromuro de
potasio, 2-fenilpiridina, 2-fenilbenzimidazol, 2-fenilbenzotiazol, tiofeno-2-carboxaldehido y
2,2’-bipiridina fueron adquiridos a través de Merck (Madrid, Espafia). El OsCl;-H20, el
dimero de rutenio ([{Ru(n®-p-cimeno)CI(u-Cl)}2]) v el IrClsz-H2O fueron adquiridos a través

de Johnson Matthey.

Las células RD y MRC5pd30 se adquirieron de ATCC (Manassas, VA, USA), las
células HCT-116 y MCF-7 fueron suministradas por el Prof. Dr. Keppler de la universidad
de Viena (Austria). Las células HeLa, PSN1, MDA-MB-231, MRC-5pd30, OE33 y A375 se
adquirieron en la Coleccion Europea de Cultivos Celulares Autenticados (ECACC,
Salisbury, Reino Unido). Los medios RPMI 1640 y DMEM, asi como el FBS y la
gemtamicina se adquirieron en Biosera (Boussens, France). El PBS para los ensayos

biolégicos se obtuvo de Calbiochem (Darmstadt, Alemania).
2. Sintesis
2.1. Capitulo 2

Sintesis de los ligandos 2-(1-aril)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzo[d]tiazoles 1-5

Los ligandos NAN se obtuvieron siguiendo un procedimiento de cuatro etapas,
descrito previamente en la bibliografia (Esquemas 2.1y 2.2.)."2 En primer lugar, la anilina
correspondiente (10 mmol) se afiadié sobre 10 mL de una disolucién acuosa de acido
clorhidrico 6 M a 0 °C. A continuacién, se afiadieron (gota a gota) 20 mL de una disolucién
de nitrito de sodio (15 mmol) y se dejé reaccionar a 0 °C durante 1 h. Finalmente, se

anadieron 30 mL de una disolucién acuosa de azida de sodio (20 mmol) y la mezcla se
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dejoé reaccionar primero durante 15 min a 0 °C y, después, durante 2 h a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion, se llevé a cabo una extraccion con AcOEt
(3 x 20 mL). La fase organica se concentré a presion reducida y el crudo se purificd
mediante cromatografia liquida, utilizando silice como fase estacionaria y AcCOEt/hexano

(1:1 v:v) como eluyente.

En la segunda etapa, la azida correspondiente (8 mmol) se hizo reaccionar con
alcohol propargilico (8,8 mmol), en presencia de CuSO4-5H20 (5 % mol, 0,4 mmol) y
ascorbato de sodio (8,8 mmol), en 16 mL de una mezcla 'BuOH/H,O (1:1 v:v) bajo
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante 72 h. A continuacion, se llevé a
cabo una extraccion con DCM (3x100 mL), la fase organica se recogi¢ y se evaporo el
disolvente. El crudo se purificé por cromatografia liquida en silice con la mezcla

AcOEt/hexano (4:1 v:v) como eluyente.

En la tercera etapa, se realizé una oxidacion de Swern de los alcoholes obtenidos.
Para ello, se disolvio cloruro de oxalilo (13 mmol) en 50 mL de DCM seco, en atmdsfera
de nitrégeno, y después la mezcla se enfridé a -78 °C. A continuacién, se afiadié el
respectivo alcohol, disuelto en 100 mL de DCM vy enfriado a -78 °C bajo atmésfera de
nitrdgeno, sobre la mezcla, con ayuda de una canula de teflon, y se dejé reaccionar 15
min a dicha temperatura. Seguidamente, se anadié la trietilamina (50 mmol) y la mezcla
se dejo reaccionar durante 15 min a -78 °C y, después, durante 24 h a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo, se afiadieron 150 mL de una disolucion saturada de
NaHCO3 y se llevé a cabo una extraccion con DCM (3 x 100 mL). La fase organica se llevo

a sequedad y se recristalizé con AcOEt/hexano.

En la dltima etapa se llevd a cabo una reaccién de condensacion entre el aldehido
correspondiente (1 mmol) y el 2-aminotiofenol (1,1 mmol), en presencia de &acido
trifluoroacético (0,25 mmol), empleando 100 mL de EtOH, a temperatura ambiente durante
24 h. El precipitado obtenido se filtr6 y se lavdé con 5 mL de EtOH obteniéndose los
compuestos 1-3 y 5 puros. En el caso del aldehido con el sustituyente -NO3, el producto
de reaccion (intermedio) se disolvido en 150 mL de DCM a 0 °C y se afiadié la DDQ (2,2
mmol) disuelta en 100 mL de DCM. La mezcla se dejo reaccionar a 0 °C durante 2 h. La
fase organica se lavdé con agua mediante una extraccion (3 x 100 mL) y se llevé a
sequedad. Finalmente, el crudo se lavé con metanol y éter etilico seco, obteniendo el

compuesto 4 puro.

Sintesis de los complejos de osmio de tipo semisandwich 6-10

En primer lugar, se preparo el dimero de osmio mediante un protocolo descrito

anteriormente.® El OsCls'H20 (1,43 mmol, 0,5 g) y el a-terpineno (15 mmol, 2,72 mL) se
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disolvieron en 25 mL de EtOH seco, y la mezcla se dejé reaccionar a 80 °C durante 24 h.
Transcurrido el tiempo de reaccion, esta mezcla se concentré a presion reducida y el
precipitado resultante se filtrd, obteniéndose un sélido marron puro.® Para la obtencién de
los complejos de osmio, se disolvieron el dimero de osmio (79 mg, 0,1 mmol) y el ligando
NAN correspondiente (0,2 mmol) en 10 mL de MeOH seco bajo atmdsfera de nitrégeno
durante 24 h. Pasado este tiempo, se afadi6 el NH4PFs (42,38 mg, 0,26 mmol) y se dejé
reaccionar 1 h a temperatura ambiente (Esquema 2.3). Los productos finales precipitaron
como solidos amarillos, que se filtraron y lavaron con éter etilico seco, y se dejaron secar

a vacio.

6: 53 %. 'H RMN (401 MHz, CDsCN-ds) & (ppm): 9,26 (s,

.| PFe
@_< 1H), 8,30 — 8,23 (m, 2H), 7,92 — 7,83 (m, 3H), 7,79 (ddd, J

53\ N =8,2,7,2,1,1 Hz, 1H), 7,56 — 7,51 (m, 2H), 6,55 — 6,50 (m,

l N; N‘@* 1H), 6,47 (dd, J=5,8, 1,1 Hz, 1H), 6,35 - 6,28 (m, 1H), 6,25

@:s - 6,18 (m, 1H), 2,49 (m, 4H), 2,29 (s, 3H), 1,01 (d, J = 6,9

Hz, 3H), 0,92 (d, J = 7,0 Hz, 3H). *C RMN (101 MHz,

CD3CN-d3) & (ppm): 160,3, 150,2, 144,6, 142,9, 134,7,

134,5, 131,7, 130,3, 129,4, 126,3, 125,2, 124,1, 122,2, 98,6, 97,5, 79,8, 76,1, 74,0, 73,0,

32,1,23,0,22,1, 21,3, 19,2. Masas ESI-MS (modo positivo): calc., [M-PFs]*= 653,1182 m/z;

exp.: 653,1226 m/z. Anal. Calc. para CsH26CIFsN4OsPS: %C, 39,17; %H, 3,29; %N, 7,03;
%S, 4,02. Experimental: %C, 39,24; %H, 3,11; %N, 6,96; %S, 4,09.

-

7: 82 %. "H RMN (600 MHz, CD3CN-dj3) & (ppm): 9,25 (s, 1H),

©_<T Pre 8,28 — 8,24 (m, 2H), 8,04 — 7,97 (m, 2H), 7,89 (ddd, J = 8,5,

55 71, 1,2 Hz, 1H), 7,81 — 7,76 (m, 1H), 7,51 — 7,44 (m, 2H),

| \N‘N‘N@F 6,53 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 6,31 (d, J =

@,\s 5,7 Hz, 1H), 6,22 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 2,50 (sept, J = 6,9 Hz,

1H), 2,28 (s, 3H), 1,02 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,92 (d, J = 6,9 Hz,

3H). *C RMN (151 MHz, CDsCN) & (ppm): 165,5, 163,8,

160,2, 150,2, 144,8, 134,7, 133,2, 133,1, 130,3, 129,4, 126,4, 125,2, 125,0, 124,9, 1241,

98,6, 97,7, 79,8, 76,1, 74,1, 73,2, 32,1, 23,0, 22,1, 19,2. Masas ESI-MS (modo

positivo): calc., [M-PFe¢]*= 657,0931 m/z; exp.: 657,0977 m/z. Anal. Calc. para

CasH23CIF7N4OsPS: %C, 37,48; %H, 2,89; %N, 6,99; %S, 4,00. Experimental: %C, 37,43;
%H, 2,70; %N, 6,67; %S, 3,93.
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T PFe 8: 62 %. '"H RMN (300 MHz, CD3CN-ds) & (ppm): 9,40 (s,
©—< 1H), 8,31 — 8,28 (m, 1H), 8,28 — 8,24 (m, 1H), 8,20 (d, J =
OES\N;N\ 8,6 Hz, 2H), 8,11 — 8,04 (m, 2H), 7,90 (ddd, J = 8,5, 7,2,
JJ\T/XQNON% 1,3 Hz, 1H), 7,80 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,1 Hz, 1H), 6,54 (d, J
@/S = 5,7 Hz, 1H), 6,49 (d, J= 5,8 Hz, 1H), 6,33 (d, J = 5,5 Hz,
1H), 6,24 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 2,50 (sept, J = 6,8 Hz, 1H),
2,29 (s, 3H), 1,02 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,93 (d, J = 6,9 Hz, 3H). 3C RMN (75 MHz, CDsCN)
o (ppm): 160,0, 150,2, 145,0, 139,4, 134,7, 133,0, 132,6, 130,4, 129,5, 128,7, 128,6, 128,6,
128,5, 126,4, 125,2, 124,1, 122,9, 98,7, 97,8, 79,8, 76,2, 74,2, 73,2, 32,0, 23,0, 22,1, 19,1.
Masas ESI-MS (modo positivo): calc., [M-PFe]*= 707,0899 m/z; exp.: 707,0938 m/z. Anal.
Calc. para CgH23CIF9N4OsPS: %C, 36,69; %H, 2,72; %N, 6,58; %S, 3,77. Experimental:
%C, 36,54; %H, 2,58; %N, 6,67; %S, 3,68.

o

] Pre 9: 71 %. '"H RMN (401 MHz, CD3CN-d3) & (ppm): 9,43 (s,
©—< 1H), 8,63 — 8,49 (m, 2H), 8,31 — 8,25 (m, 2H), 8,25 — 8,21
> ES\ N (m, 2H), 7,91 (ddd, J = 8,4, 7,2, 1,2 Hz, 1H), 7,81 (ddd, J
o | ‘NOCH =8,3,7,2, 1,1 Hz, 1H), 6,55 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 6,49 (d, J
@N:S =5,9 Hz, 1H), 6,33 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 6,25 (d, J = 5,8 Hz,
1H), 2,51 (sept, J = 6,9 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H), 1,03 (d, J =
6,8 Hz, 3H), 0,93 (d, J = 6,9 Hz, 3H), *C RMN (101 MHz, CDsCN) & (ppm): 159,9, 150,2,
149,8, 145,2, 140,7, 134,8, 130,4, 129,6, 126,8, 126,5, 125,3, 124,2, 123,2, 98,8, 98,0,
79,9, 76,3, 74,3, 73,4, 32,1, 23,0, 22,1, 19, 2. Masas ESI-MS (modo positivo): calc., [M-
PFs]*= 684,0876 m/z; exp.: 684,0900 m/z. Anal. Calc. para C2s5H23CIFeNsO2.0sPS: %C,
36,26; %H, 2,80; %N, 8,46; %S, 3,87. Experimental: %C, 36,42; %H, 2,68; %N, 8,47; %S,
3,74.

1 Pre 10: 79 %. '"H RMN (401 MHz, CD3CN-ds) & (ppm): 9,11 (s,

©_< 1H), 8,29 — 8,21 (m, 2H), 7,89 (ddd, J = 8,6, 7,3, 1,2 Hz,

?S\ N 1H), 7,81 — 7,73 (m, 3H), 6,96 — 6,90 (m, 2H), 6,51 (d, J =

a TN ‘N@l\( 5,7 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 5.8, 1H), 6,30 (d, J = 5.7, 1H), 6,19

@:s (d, J =57, 1H), 3,07 (s, 6H), 2,49 (sept, J = 6,8 Hz, 1H),

2,29 (s, 3H), 1,00 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,92 (d, J = 6,9 Hz,

3H)."C RMN (151 MHz, CDsCN) & (ppm): 160,5, 153,0,

150,2, 144,3, 134,5, 130,2, 129,3, 125,5, 125,2, 125,0, 124,0, 123,2, 113,1, 98,6, 97,3,

79,7,75,9,73,9, 72,9, 40,5, 32,1, 22,9, 22,2, 19,2. Masas ESI-MS (modo positivo): calc.,

[M-PFe]*= 682,1447 m/z; exp.: 682,1460 m/z. Anal. Calc. para CasH23CIFsN5020sPS: %C,

39,25; %H, 3,46; %N, 8,48; %S, 3,88. Experimental: %C, 39,26; %H, 3,46; %N, 8,36; %S,
3,82.

212



Seccion experimental

2.2. Capitulo3

Sintesis de los proligandos HCAN

En primer lugar, para la sintesis de los proligandos se obtuvo la diamina (3-amino-
4-(butilamino)benzoato de metilo), de acuerdo con el método de la bibliografia (Esquema
3.1).% La sintesis del proligando 11 se llevo a cabo mediante un procedimiento previamente
descrito con ligeras modificaciones.® Se disolvieron bisulfito de sodio (637 mg, 6 mmol) y
benzaldehido (318 mg, 3 mmol) en 10 mL de agua y se dej6 reaccionar a 90 °C durante 1
h. A continuacion, la diamina (220 mg, 3 mmol) disuelta en 10 mL de etanol se afadio a la
disolucion y se dejo reaccionar a 90 °C durante 18 h. Una vez finalizada la reaccion, se
evaporo el etanol bajo presién reducida, y se realizé una extraccion con diclorometano

(3x10mL). Finalmente, se llevé a sequedad obteniendo un aceite naranja puro.

La sintesis de los proligandos 13 y 14 se llevé a cabo en dos etapas (Esquema
3.2). La primera consiste en una reaccion de condensacion entre (3-amino-4-
(butilamino)benzoato de metilo) y 3-bromobenzaldehido, siguiendo el mismo
procedimiento que para el proligando 11, pero obteniendo un sélido blanco puro (12) al
precipitar con hexano. En la segunda etapa, se llevd a cabo una reaccidén de acoplamiento
cruzado C-C de tipo Suzuki-Miyaura, siguiendo un procedimiento similar al descrito en la
bibliografia.® Para ello, se hizo reaccionar el intermedio bromo derivado (1 mmol, 387 mg)
y el acido borénico correspondiente (1 mmol), en presencia de
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,05 mmol, 58 mg) y carbonato de potasio (3 mmol, 414
mg), en 6 mL de una mezcla tolueno:H,O:EtOH 3:2:1 (v:v:v) bajo condiciones de
microondas a 120 °C durante 1 h. Posteriormente, se afadieron aguay DCM, y se llevo a
cabo una extraccion con este ultimo (3x15 mL de DCM). Por ultimo, la fase organica se
llevé a sequedad y se empled hexano para precipitar, obteniendo un sélido blanco puro en

ambos casos.

12: 47 %. "H RMN (401 MHz, CDCls) & (ppm): 8,54 — 8,49 (m,
\OJ\@N\ 1H), 8,03-8,07 (m, 1H), 7,89-7,92 (m, 1H), 7,62— 7,68 (m,
N@ 2H), 7,47 — 7,40 (m, 2H), 4,30 — 4,20 (m, 2H), 3,96 (s, 3H),

\ Br 1,87 — 1,74 (m, 2H), 1,24-1,32 (m, 2H), 0,89 (t, J = 7,4 Hz,

3H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) & (ppm): 167,7, 153,8, 142,8,

138,9, 133,2, 132,5, 132,3, 130,4, 127,9, 124,9, 124,7, 123,0, 122,6, 110,0, 52,2, 44,9,
32,0, 20,0, 13,6. Masas ESI-MS (modo positivo): calc., [M+H]*= 387,0708 m/z; exp.:

387,0713 m/z. Anal. Calc. para C19H19BrO2: %C, 58,93; %H, 4,95; %N, 7,23. Experimental:
%C, 58,86; %H, 4,87; %N, 7,16.
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13: 62 %. 'H RMN (401 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,54-8,56
\O)J\@N\ O (m, 1H), 8,02-8,08 (m, 1H), 7,87-7,92 (m, 1H), 7,77—
N 7,68 (m, 1H), 7,61-7,54 (m, 4H), 7,45 (dd, J = 8,6, 0,7

KL Q Hz, 1H), 6,87-6,77 (m, 2H), 4,29 (t, J=7,66 Hz, 2H), 3,96

(s, 3H), 3,01 (s, 6H), 1,88-1,76 (m, 2H), 1,22-1,33 (m,

/ 2H), 0,86 (t, J = 7,3 Hz, 3H). *C{"H} RMN (101 MHz,

CDCI3) & (ppm): 167,6, 155,4, 149,9, 142,0, 138,5, 129,4, 128,4, 128,0, 127,4, 126,9,
125,2, 124,8, 121,9, 113,4, 110,2, 77,5, 52,3, 45,1, 41,0, 31,9, 20,1, 13,7. Masas ESI-MS
(modo positivo): calc., [M+H]*= 428,2380 m/z; exp.: 425,2339 m/z. Anal. Calc. para

C27H20N302: %C, 75,85; %H, 6,84; %N, 9,83. Experimental: %C, 75,71; %H, 6,83; %N,
9,72.

14: 53 %. *H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,53-8,56

\OJ\@N\ O (m, 1H), 8,03-8,09 (m, 1H), 7,92-8,01 (m, 1H), 7,80—

N 7,77 (m, 1H), 7,77-7,73 (m, 4H), 7,72 (t, J = 1,6 Hz, 1H),

KL Q 7,65 (m, 1H), 7,46 (dd, J = 8,5, 0,7 Hz, 1H), 4,35-4,25

(m, 2H), 3,97 (s, 3H), 1,95-1,73 (m, 2H), 1,23-1,35 (m,

2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H). ¥C{*H} RMN (75 MHz,

CDCls) & (ppm): 167,6, 154,9, 143,7, 142,7, 140,5, 138,9, 131,0, 129,5, 128,9, 128,7,

128,4,127,5, 125,9, 125,9, 124,7, 124,5, 122,4, 109,9, 52,1, 44,8, 31,9, 19,9, 13,5. Masas

ESI-MS (modo positivo): calc., [M+H]*=453,1780 m/z; exp.: 453,1790 m/z. Anal. Calc. para

CasH23N2F302: %C, 69,02; %H, 5,12; %N, 6,19. Experimental: %C, 69,06; %H, 5,15; %N,
5,98 (%).

Sintesis de los complejos 15-20

La sintesis de los complejos ciclometalados de osmio consta de dos etapas
(Esquema 3.3). En primer lugar, se disolvieron el dimero de osmio [Os(nt-p-cimeno)Cl,]2
(0,1 mmol, 61 mgq), acetato potasico (0,6 mmol, 59 mg), triflato potasico (0,4 mmol, 75,3
mgq) y el proligando correspondiente 11, 13 o0 14 (0,2 mmol) en 6 mL de acetonitrilo y se
agitaron a 80 °C durante 1 h en un microondas. Transcurrido ese tiempo, el disolvente se
evapord a presion reducida y el producto bruto se utilizd sin purificacion adicional. En
segundo lugar, el producto bruto y el ligando N*N correspondiente (bpy o dpq, 0,4 mmol)
se disolvieron en 6 mL de metanol y la mezcla se dejé en agitacién a 65 °C durante 30 min
en el microondas. El disolvente se elimind y el sdlido bruto se purific6 mediante
cromatografia liquida utilizando alumina como fase estacionaria y un gradiente de
DCM:CHsCN (9:1 viv) a DCM:CH3sCN (1:1 v:v) como eluyente. Finalmente, los complejos

de osmio se recristalizaron con DCM/hexano para obtener solidos violetas puros.
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15: 22 %. '"H RMN (600 MHz, CD,CN) & (ppm): 8,43-8,39
(m, 1H), 8,36-8,28 (m, 3H), 7,96 (d, J= 7,8 Hz, 1H),
7,93-7,86 (m, 2H), 7,85-7,74 (m, 3H), 7,69-7,62 (m,
1H), 7,63-7,55 (m, 2H), 7,51-7,45 (m, 1H), 7,42-7,37
(m, 1H), 7,35-7,31 (m, 1H), 7,10-7,06 (m, 1H), 7,04—
7,00 (m, 1H), 7,00-6,96 (m, 1H), 6,81-6,73 (m, 2H), 6,32
(s, 1H), 6,07-5,91 (m, 1H), 4,71 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 3,70
(s, 3H), 2,01-1,91 (m, 2H), 1,45-1,33 (m, 2H), 0,93 (t, J =
7,4 Hz, 3H). *C{'"H} RMN (151 MHz, CD,CN) & (ppm):
167,8, 167,2, 163,0, 161,4, 159,7, 155,3, 151,9, 151,6, 150,6, 141,5, 140,6, 136,6, 134,4,
134,1, 133,9, 129,9, 128,6, 128,4, 128,0, 126,3, 125,9, 125,1, 124,5, 124,4, 124,3, 1241,
123,3, 1211, 117,0, 111,6, 52,3, 45,8, 32,4, 20,6, 14,1. Masas ESI-MS (modo positivo,
CH3CN): calc., [M]*= 811,2431 m/z; exp.: 811,2449 m/z. . Anal. Calc. para C,HssN:OsF;SOs:
%C, 50,10; %H, 3,68; %N, 8,76; %S, 3,34. Experimental: %C, 50,14; %H, 3,86; %N, 8,52;
%S, 3,41.

16: 25 %. 'H RMN (401 MHz, CDsCN) & (ppm):
9,31-9,28 (m, 1H), 9,14-9,09 (m, 3H), 9,08-9,05
(m, 1H), 8,97-8,93 (m, 1H), 8,90-8,86 (m, 1H),
8,81-8,78 (m, 1H), 8,52-8,49 (m, 1H), 8,49-8,46
(m, 1H), 8,34-8,31 (m, 1H), 8,21-8,17 (m, 1H),
7,97-7,93 (m, 1H), 7,72-7,66 (m, 2H), 7,58-7,54
(m, 1H), 7,52-7,45 (m, 2H), 7,39-7,35 (m, 1H),
6,90-6,85 (m, 1H), 6,72-6,67 (m, 1H), 6,33-6,30
(m, 2H), 4,72 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 3,60 (s, 3H), 2,02—
1,95 (m, 2H), 1,50-1,37 (m, 2H), 0,94 (t, J = 7,3 Hz, 3H). *C{'H} RMN (151 MHz, CDsCN)
o (ppm): 177,2, 167,8, 166,9, 156,9, 155,5, 154,2, 153,8, 153,3, 153,2, 152,5, 152,1, 147,2,
147,2, 147,1, 141,7, 141,4, 141,3, 141,2, 141,0, 140,4, 137,4, 136,4, 132,3, 131,1, 130,9,
130,8, 130,7, 130,7, 130,0, 129,9, 129,5, 128,3, 128,0, 127,9, 127,1, 125,9, 124,9, 122 4,
117,0, 111,7, 52,3, 45,9, 32,4, 20,7, 14,1. Masas ESI-MS (modo positivo, CH3CN): calc.,
[M]*= 963,2554 m/z; exp.: 963,2564 m/z. Anal. Calc. para CssH3sN10OsF3SOs: %C, 51,88;
%H, 3,17; %N, 12,61; %S, 2,84. Experimental: %C, 50,72; %H, 3,07; %N, 12,59; %S, 2,79.
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17: 22 %. '"H RMN (401 MHz, CDsCN) & (ppm): 8,48—
8,39 (m, 2H), 8,38-8,30 (m, 2H), 8,19 (s, 1H), 7,98-7,87
(m, 2H), 7,84-7,78 (m, 1H), 7,76 (d, J= 8,6 Hz, 1H),
7,66-7,55 (m, 3H), 7,54-7,48 (m, 1H), 7,48-7,40 (m,
2H), 7,39-7,31 (m, 3H), 7,19-7,08 (m, 2H), 7,06—6,95
(m, 2H), 6,82 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 6,23-6,16 (m, 1H),
5,72-5,44 (m, 1H), 4,78 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H),
3,03 (s, 6H), 2,09-1,97 (m, 2H), 1,52—-1,39 (m, 2H), 0,97
(t,J= 7,3 Hz, 3H). Masas ESI-MS (modo positivo,
CHsCN): calc.,, [M]'= 930,3166 m/z; exp.: 930,3078 m/z. Anal. Calc. para
CugHasN7OsF3SOs: %C, 53,47; %H, 4,11; %N, 9,09; %S, 2,97. Experimental: %C, 53,49;
%H, 4,06; %N, 9,13; %S, 3,13.

"ot 18: 19 %. *H RMN (401 MHz, CDsCN) & (ppm):
N:> 9,35-9,31 (m, 1H), 9,17-9,09 (m, 4H), 9,01-8,98
N N (m, 1H), 8,95-8,91 (m, 1H), 8,90-8,86 (m, 1H),
/ N 8,61-8,57 (m, 1H), 8,52-8,48 (m, 1H), 8,37-8,33
(m, 1H), 8,24-8,19 (m, 1H), 8,12-8,07 (m, 1H),
7,77-7,67 (m, 2H), 7,66-7,59 (m, 1H), 7,58-7,49

Q (m, 2H), 7,46-7,36 (m, 3H), 6,98-6,91 (m, 1H),
6,81-6,73 (M, 2H), 6,36-6,28 (m, 2H), 4,80 (t, J =
N 7,4 Hz, 2H), 3,61 (s, 3H), 2,93 (s, 6H), 2,12-2,01

(m, 2H), 1,57-1,40 (m, 2H), 0,98 (t, J = 7,4 Hz, 3H). *C{*H} RMN (101 MHz, CDsCN) &
(ppm): 155,9, 152,3, 149,9, 146,3, 146,2, 146,1, 140,7, 140,5, 140,4, 140,3, 140,1, 139,4,
131,4,130,1, 129,9, 129,8, 129,7, 129,2, 129,0, 127,3, 127,1, 127.0, 126,8, 125,0, 123,9,
116,0, 112,9, 110,7, 51,3, 45,1, 39,8, 31,4, 19,8, 13,1. Masas ESI-MS (modo positivo,
CHsCN): calc., [M]*= 1082,3289 m/z; exp.: 1082,3292 m/z. Anal. Calc. para
CssHaaN110sF3S0s: %C, 54,67; %H, 3,6; %N, 12,52; %S, 2,61. Experimental: %C, 54,61,
%H, 3,62; %N, 12,55; %S, 2,72.
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19: 29 %, *H RMN (401 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,85—
8,56 (m, 4H), 8,33-8,17 (m, 1H), 8,12-8,00 (m, 1H),
7,97-7,68 (m, 10H), 7,68-7,59 (m, 2H), 7,58-7,50 (m,
2H), 7,36-7,28 (m, 1H), 7,26-7,16 (m, 3H), 6,49-5,88
(m, 2H), 5,02—4,87 (m, 2H), 3,69 (s, 3H), 1,98-1,91 (m,
2H), 1,46-1,26 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,4 z, 3H). Masas
ESI-MS (modo positivo, CH3CN): calc., [M]*= 955,2618
m/z; exp.. 955,2641 m/z. Anal. Calc. para
Ca7H38F6N6OsSOs: %C, 51,17; %H, 3,47; %N, 7,62; %S,
2,91. Experimental: %C, 51,11; %H, 3,39; %N, 7,36; %S, 2,96.

20: 20 %. *H-RMN (600 MHz, CDsCN) & (ppm):
9,37-9,33 (m, 1H), 9,17-9,10 (m, 4H), 9,06-9,01
(m, 1H), 9,00- 8,96 (m, 1H), 8,95-8,88 (m, 1H),
8,55-8,51 (m, 1H), 8,50-8,43 (m, 1H), 8,34-8,30
(m, 1H), 8,23-8,17 (m, 2H), 7,78-7,69 (m, 6H),
7,66—7,60 (m, 1H), 7,59-7,53 (m, 2H), 7,47-7,40
(m, 1H), 7,08-7,02 (m, 1H), 6,42—6,29 (m, 2H), 4,82
(t, J=7,6 Hz, 3H), 3,61 (s, 3H), 2,11-2,02 (m, 2H),
1,54-1,41 (m, 2H), 0,96 (t, J = 7,5 Hz, 3H). Masas
ESI-MS (modo positivo, CH3;CN): calc., [M]*= 1107,2741m/z; exp.: 1107,2747 m/z. Anal.
Calc. para CssH3sN1oFsOsSOs: %C, 52,63; %H, 3,05; %N, 11,16; %S, 2,55. Experimental:
%C, 52,53; %H, 2,93; %N, 11,01; %S, 2,62.

2.3. Capitulo 4

Sintesis de los compuestos de rutenio 21-24

La sintesis de los complejos de rutenio se desarrollé en dos etapas (Esquema
4.1).” Primero, se disolvieron el dimero de rutenio [Ru(né-p-cimeno)Cl.]2 (0,1 mmol, 61 mg),
acetato potasico (0,6 mmol, 59 mg), triflato potasico (0,4 mmol, 75,3 mg) y el proligando
correspondiente 12 0 13 (0,2 mmol), cuya sintesis se detalla en el Capitulo 3, en 6 mL de
acetonitrilo. La mezcla se dejo reaccionar a 80 °C durante 1 h en un microondas de
reaccion. Transcurrido ese tiempo, el disolvente se evaporé a presion reducida y el

producto bruto se utilizé sin purificacion adicional.

En la segunda etapa, el producto bruto de la etapa anterior y el ligando NAN
correspondiente (bpy o dpq, 0,4 mmol) se disolvieron en metanol y la mezcla se dejé en
agitacion a 65 °C durante 7 h. El disolvente se evapordé bajo presién reducida, y el sélido

bruto se purificé mediante cromatografia liquida utilizando alimina como fase estacionaria
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y un gradiente de DCM:CHsCN (9:1 viv) a DCM:CH3:CN (1:1 v:v) como eluyente.
Finalmente, los complejos de rutenio se recristalizaron con en diclorometano y hexano

para obtener sélidos puros rojos.

ot 21:23%. "H RMN (600 MHz, DMSO-ds, 298 K) & (ppm):

8,82-8,75 (m, 1H), 8,77-8,67 (m, 1H), 8,67-8,63 (m,

1H), 8,63-8,59 (m, 1H), 8,29-8,23 (m, 1H), 8,21 (s, 1H),

_ 8,03-7,95 (m, 3H), 7,93-7,87 (m, 4H), 7,86-7,82 (m,

1H), 7,82-7,79 (m, 1H), 7,79-7,76 (m, 2H), 7,76-7,73

O (m, 2H), 7,72-7,67 (m, 1H), 7,44-7,40 (m, 1H), 7,39—

KL Q 7,35 (m, 1H), 7,35-7,30 (m, 1H), 7,27-7,23 (m, 1H),

6,63-6,59 (m, 1H), 6,42 (s, 1H), 5,00-4,85 (m, 2H), 3,71

(s, 3H), 1,99-1,87 (m, 2H), 1,41-1,25 (m, 2H), 0,87 (t, J

= 7,4 Hz, 3H). °C RMN (151 MHz, DMSO-ds, 298 K, & ppm): 200,1, 165,7, 161,2, 157,3,

157,2, 156,3, 155,3, 153,4, 150,5, 149,9, 149,0, 144,8, 140,4, 139,5, 137,2, 136,8, 136,3,

134,9, 134,1, 133,9, 130,9, 127,1, 126,9, 126,8, 126,6, 126,6, 126,5, 126,5, 125,7, 125,7,

125,3, 124,1, 123,8, 123,6, 123,5, 123,5, 123,5, 123,4, 123,4, 121,7, 119,6, 115,8, 111,4,

51,7, 44,6, 30,9, 19,3, 13,6. '°F RMN (377 MHz, DMSO-ds, 298 K) 5 (ppm): -60,67, -77,75.

Anal. Calc. para CarHssFsNeOsSRu: %C, 55,67; %H, 3,78; %N, 829: %S, 3,13.
Experimental: %C, 55,41; %H, 3,67: %N, 8,22; %S, 3,20.

. |oTt  22: 25% (50 mg). 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds, 298 K)

5 (ppm): 8,80-8,75 (m, 1H), 8,69-8,66 (m, 1H), 8,65—

7\ 8,62 (m, 1H ), 8,62-8,59 (m, 1H ), 8,26-8,22 (m, 1H),

8,09 (s, 1H), 8,06-8,03 (m, 1H), 8,00-7,97 (m, 1H),

7,97-7,93 (m, 1H), 7,90-7,81 (m, 3H), 7,79-7,77 (m,

1H), 7,77-7,74 (m, 1H), 7,74-7,72 (m, 1H), 7,70-7,66

\ Q (m, 1H), 7,49 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,42-7,39 (m, 1H ),

N—  7,39-7,36 (m, 1H ), 7,33-7,28 (m, 1H), 7,14-7,09 (m,

1H), 6,78 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,49-6,46 (m, 1H), 6,41

(s, 1H), 4,92-4,80 (m, 2H), 3,71 (s, 3H), 2,92 (s, 6H), 1,98-1,89 (m, 2H), 1,43-1,27 (m,

2H), 0,89 (t, J = 7,4 Hz, 3H). "°C RMN(151 MHz, DMSO-ds, 298 K) & (ppm): 194,8, 165,7,

161,6, 157,4, 157,3, 156,3, 155,4, 153,4, 150,5, 149,9, 149,3, 149,1, 140,5, 139,5, 136,7,

135,9, 134,7, 133,9, 133,6, 133,1, 128,5, 127,1, 126,9, 126,6, 126,5, 126,4, 126,0, 1241,

123,5, 123,4, 123,4, 123,3, 122,4, 121,7, 119,6, 115,7, 112,8, 111,3, 51,7, 44,7, 31,0, 19,4,

13,6. F RMN (377 MHz, DMSO-ds, 298 K, & ppm): -77,74. Anal. Calc. para

CasHa4F3N7OsSRu: %C, 58,29; %H, 4,48; %N, 9,91; %S, 3,24. Experimental: %C, 58,38;
%H, 4,36; %N, 9,96; %S, 3,40.
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23: 30 %. 'H RMN (600 MHz, CD3CN, 298 K) &
(ppm): 9,59-9,56 (m, 1H), 9,30-9,27 (m, 1H), 9,27-
9,21 (m, 2H), 9,15-9,11 (m, 3H), 9,10-9,08 (m, 1H),
8,62-8,59 (m, 1H), 8,52-8,49 (m, 1H), 8,41-8,38
(m, 1H), 8,24-8,22 (m, 1H), 8,21-8,18 (m, 1H),
7,90-7,86 (m, 1H), 7,77 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 7,75—
7,71 (m, 3H), 7,71 — 7,64 (m, 2H), 7,63-7,59 (m,
1H), 7,56 (d, J= 8,6, 1H), 7,12 (dd, J= 7,9, 1,9 Hz,
1H), 6,70 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,44-6,42 (m, 1H),
4,79 (t, J=7,6 Hz, 2H), 3,61 (s, 3H), 2,12-1,99 (m, 2H), 1,53-1,40 (m, 2H), 0,95 (t, J=7,4
Hz, 3H). *C RMN (151 MHz, CDsCN, 298 K) & (ppm): 198,85, 167,0, 162,7, 157,1, 154,2,
153,6, 152,9, 151,6, 151,3, 150,5, 149,3, 147,29, 147,27, 147,20, 147,18, 146,2, 138,2,
133,1, 131,4, 130,7, 130,5, 130,4, 127,8, 127,7, 127,4, 127,3, 127,2, 127,1, 126,79,
126,77,125,8,124,9, 124,7, 118,3, 117,6, 111,7, 52,3, 46,2, 32,3, 20,8, 14,1. "F RMN (377
MHz, DMSO-ds, 298 K, & ppm): -60,71, -77,77. Anal. Calc. para CssH3sFeN10OsSRu: %C,
56,65; %H, 3,28; %N, 12,01; %S, 2,75. Experimental: %C, 56,51; %H, 3,10; %N, 12,02;
%S, 2,75.

24: 26 %. 'H RMN (401 MHz, DMSO-ds, 298 K) &
(ppm): 9,61 (dd, J = 8,2, 1,4 Hz, 1H), 9,32 — 9,21
(m, 7H), 8,63-8,54 (m, 2H), 8,33 (dd, J = 5,4, 1,3
Hz, 1H), 8,27 (dd, J= 5,5, 1,3 Hz, 1H), 8,14 (s, 1H),
8,06 (dd, J = 8,2, 5,1 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 8,3, 5,5
Hz, 1H), 7,87-7,73 (m, 3H), 7,66 (dd, J = 8,6, 1,6
Hz, 1H), 7,44 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,05 (dd, J= 7,9,
1,7 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,51 (d, J =
7,9 Hz, 1H), 6,32 (d, J=1,6 Hz, 1H), 4,88 (t, J=7,5
Hz, 2H), 3,60 (s, 3H), 2,89 (s, 6H), 2,05-1,89 (m, 2H), 1,49-1,25 (m, 2H), 0,90 (t, J=7,3
Hz, 3H). ¥C RMN (101 MHz, DMSO-ds, 298 K) & (ppm): 193,1, 165,6, 161,7, 155,7, 152,8,
152,6, 152,5, 150,2, 149,8, 149,3, 148,9, 147,8, 146,5, 146,4, 140,7, 139,6, 139,5, 139,5,
139,4, 139,3, 136,8, 136,1, 133,5, 131,9, 130,2, 129,3, 129,1, 128,9, 128,8, 128,7, 128,6,
128,3, 126,9, 126,8, 126,6, 126,5, 126,2, 124,1, 123,5, 122,5, 122,3, 119,1, 115,7, 112,8,
111,3, 51,7, 44,8, 31,1, 19,5, 13,7. "F RMN (377 MHz, DMSO-ds, 298 K, & ppm): -77,75.
Anal. Calc. para CsgHisF3N11OsSRu: *C, 58,94; %H, 3,89; %N, 13,50; %S, 2,81.
Experimental: %C, 58,91; %H, 3,84; %N, 13,39; %S, 2,78.
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24. Capitulo5

Sintesis de los intermedios 2-(5-bromotiofen-2-il)benzo[d]tiazol y 2-(5-bromotiofen-2-il)-

1H-benzo[d]imidazol

En primer lugar, los intermedios 2-(5-bromotiofen-2-il)benzo[d]tiazol y 2-(5-
bromotiofen-2-il)-1H-benzo[d]imidazol se prepararon siguiendo un procedimiento descrito
previamente en la bibliografia con ligeras modificaciones (Esquema 5.1).° El bisulfito de
sodio (1,05 g, 10 mmol) y el 5-bromotiofeno-2-carbaldeido (542 uL, 5 mmol) se disolvieron
en 10 mL de agua, y la mezcla se dej6 agitar a 80 °C durante 1 h. A continuacion, se
disolvieron o-aminotiofenol (0,55 mL, 5 mmol) u o-fenilendiamina (540 mg, 5 mmol) en 10
mL de etanol y la mezcla se dejo reaccionar a 80 °C durante 18 horas. Finalizada la
reaccién, se evaporo el etanol bajo presion reducida y se llevé a cabo una extraccién con
diclorometano (3x15 mL). Finalmente, la fase organica se llevé a sequedad y, en ambos

casos, se utilizé hexano para precipitar sélidos puros blancos.

Sintesis de los proligandos HCAN

Para la sintesis de los ligandos 25 y 26 se disolvieron 2-(5-bromotiofen-2-
il)benzo[d]tiazol (1 mmol, 296,23 mg), tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,05 mmol, 58 mg),
carbonato de potasio (414, 6 mg, 3 mmol) y acido 4-trifluorometilfenilborénico (285 mg, 1,5
mmol) o acido 4-(N,N-dimetilamino)fenilbordnico, respectivamente, en 6 mL de una mezcla
tolueno:H>O:EtOH (3:2:1 v:v:v) en un microondas a 120 °C durante 1 h (Esquema 5.2).
Posteriormente, se afiadieron agua y diclorometano, y se llevo a cabo una extraccion con
este ultimo disolvente (3x15 mL de DCM). Finalmente, la fase organica se llevo a sequedad
y se utilizé hexano para precipitar, obteniéndose un sélido puro de color verde brillante

(25) y un solido puro de color amarillo (26).

Por su parte, el 2-(5-bromotiofen-2-il)-1-(4-(trifluorometil)bencilo)-1H-
benzo[d]imidazol (27) se sintetizd6 siguiendo un procedimiento previamente descrito
(Esquema 5.3.A).8° Se disolvieron 2-(5-bromotiofen-2-il)-1H-benzo[d]imidazol (180 mg,
0,65 mmol), bromuro de 4-trifluorometilbencilo (161 mg, 0,67 mmol) y Cs2CO3 (410 mg,
1,26 mmol) en acetonitrilo, y la mezcla se dejé agitar a temperatura ambiente durante 24
h. Una vez terminada la reaccion, se filtr6 sobre celita y el disolvente se eliminé bajo
presion reducida. El compuesto 27 se precipitd y lavé con hexano, obteniéndose un sdlido
blanco puro. Para la preparacion de los ligandos 28 y 29, se llevé a cabo un procedimiento
similar al descrito anteriormente, pero utilizando diclorurobis(trifenilfosfina)paladio(ll) como

catalizador y dioxano:H20 (4:2 v:v) como mezcla de disolventes (Esquema 5.3.B).
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25: 61 %. 'H RMN (401 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 8,05

C[N\ /] (d,J = 8,2, 1H), 7,91-7,84 (m, 1H), 7,77 (d, J = 8,0, 2H),
s s 7,68 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,64 (d, J = 3,9, 1H), 7,50 (m, 1H),
cr, 7:44-7,36 (m, 2H). °C RMN (151 MHz, CDCls, 5 ppm)

160,92, 153,88, 146,12, 137,82, 137,07, 134,93, 129,56,
126,76, 126,30, 126,27, 126,22, 125,61, 125,35, 123,24, 121,66. °F RMN (377 MHz,
DMSO, 298 K, & ppm): -61,10. Masas ESI-MS (modo positivo, CHCIs): calc., [M]'=
362,0285 m/z; exp: 362,0279 (M+H)" m/z. Anal. Calc. para CigHioF3NS2: %C, 59,82; %H,
2,79; %N, 3,88; %S, 17,74. Experimental: %C, 59,43; %H, 2,76; %N, 3,70; %S, 17,32.

N 27: 63 %. *H RMN (401 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 7,85 (d, J =

C[N\>_©\ 8,1, 1H), 7,61 (d, J = 8,1, 2H), 7,33 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,3 Hz, 1H),

7,30 — 7,25 (m, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,22 - 7,17 (m, 2H), 7,03 (d, J

= 4,0 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 5,61 (s, 2H). **C RMN (151

FsC MHz, CDCls) & (ppm): 146,9, 143,1, 140,0, 136,0, 133,6, 131,0,

128,0, 126,5, 126,46, 126,43, 126,41, 126,30, 123,99, 123,57,

120,33, 116,62, 109,8, 47,9. Masas ESI-MS (modo positivo, CHCIs): calc., [M]*= 435,9851

m/z; exp: 436,9935 (M+H)" m/z. Anal. Calc. para CigH12BrFsN,S: %C, 52,19; %H, 2,77,
%N, 6,41; %S, 7,33. Experimental: %C, 52,28; %H, 2,61; %N, 6,35; %S, 7.28.

N 28: 36 %. 'H RMN (401 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 7,89
CEN S (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,67-7,59 (m,

4H), 7,39-7,31 (m, 2H), 7,31-7,24 (m, 3H), 7,23-7,18 (m,
1H), 5,68 (s, 2H). 3C RMN (101 MHz, CDCls, 298 K) &
(ppm): 147,4, 145,6, 143,1, 139,9, 136,7, 136,2, 1324,
130,6, 130,3, 130,2, 129,9, 128,4, 126,3, 126,3, 126,2, 126,1, 126,1, 126,0, 125,1, 123,8,
123,4, 120,2, 109,7, 47,9. F RMN (377 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): -62,66, —62,70.
Masas ESI-MS (modo ion. pos., CHCIs): calc., [M]*= 503,1011 m/z; exp: 503,1018 (M+H)*
m/z. Anal. Calc. para CazsHi6FsN2S: %C, 62,15; %H, 3,21; %N, 5,58; %S, 6,38.
Experimental: %C, 62,13; %H, 3,20; %N, 5,49; %S, 6,32.

CF3

FsC

N 29: 82 %. H-RMN (401 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 7,86
C[ Y— | (d, J= 8,0, 1H), 7,61 (d, J= 8,1 Hz, 2H), 7,54-7,45 (m,
2H), 7,31 (ddt, J = 8,1, 7,0, 1,2 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,26—

N 7,21 (m, 2H), 7,19-7,13 (m, 2H), 7,08 (dd, J = 3,9, 1,1 Hz,
Fic 1H), 6,76-6,67 (m, 2H), 5,66 (s, 2H), 2,99 (s, 6H). 1°C-
RMN (101 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 150,5, 149,1,

1483, 143,2, 140,2, 136.2, 128,5, 128,3, 127,0, 126.3, 126,2, 126,2, 123,2, 1231, 121,5,
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121,4, 19,9, 112,4, 109,5, 47,9, 40,3. "*F-RMN (377 MHz, CDCl3, 298 K) & (ppm): -62,63.
Masas ESI-MS (modo ion. pos., CHCIs): calc., [M]*= 477,15 m/z; exp: 478,16 (M+H)* m/z.
Anal. Calc. para CorH2F3NsS: %C, 67,91; %H, 4,64; %N, 8,80; %S, 6,71. Experimental:
%C, 67,52; %H, 4,55; %N, 8,76; %S, 6,65.

Sintesis del ligando N*N (dppz)

Para la sintesis de este ligando se utilizé el procedimiento descrito en la bibliografia
(Esquema 5.4).”"° Se disolvieron 1,10-fenantrolina-5,6-diona (3 mmol, 630 mg) y o-
fenilendiamina (3,15 mmol, 340 mg) en 60 mL de etanol. A continuacion, se afiadieron 200
ML de acido trifluoroacético, y la mezcla se dejé en agitacion a temperatura de reflujo
durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, se filtré el precipitado y se lavé con etanol

frio, obteniéndose un sélido puro blanquecino.

Sintesis de los complejos de iridio 30-33

En primer lugar, se prepararon los dimeros de iridio [Ir(C*N)2(u-Cl)]2, tal y como
viene descrito en la bibliografia (Esquema 5.5).° El IrCl;-H,O (50 mg, 0,16 mmol) y los
proligandos correspondientes 26-29 (0,35 mmol) se disolvieron en 8 mL de una mezcla 2-
etoxietanol:H2O (3:1 viv), y se dejo en agitacion bajo atmésfera de nitrégeno a 110 °C
durante 24 h. Una vez terminada la reaccion, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y los
precipitados de color naranja se filtraron y lavaron con agua. Los productos se utilizaron
en la siguiente etapa de reacciéon sin purificacién adicional. En segundo lugar, el
correspondiente dimero de iridio (1 eq), la dppz (2,1 eq) y el triflato de potasio (2,5 eq) se
disolvieron en 10 mL de una mezcla MeOH:DCM (3:2 v:v), y se dej6 en agitacion a 58 °C
durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se evaporé el disolvente y se llevd a cabo una
columna cromatografica, utilizando alumina como fase estacionaria y una mezcla
DCM:CH3CN (1:1 wviv) como eluyente. Finalmente, los compuestos de iridio se

recristalizaron con DCM y hexano, obteniéndose los compuestos 30-33 puros.

30: 37 %. 'H RMN (401 MHz, CDsCN, 298
K) & (ppm): 9,62-9,59 (m, 2H), 8,67-8,63
(m, 2H), 8,35-8,32 (m, 2H), 8,11-8,05 (m,
2H), 8,04—8,00 (m, 2H), 7,92-7,89 (m, 2H),
7,57 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 7,52 (d, J = 8,4 Hz,
4H), 7,21-7,19 (m, 2H), 6,93-6,91 (m, 2H),
6,85-6,83 (d, J = 0,8 Hz, 2H), 6,06 — 5,96
(m, 2H). *C RMN (101 MHz, CDsCN, 298
K) & (ppm): 173,5, 158,5, 153,2, 151,3, 149,6, 149,0, 142,4, 139,1, 136,2, 135,6, 133,9,
132,3, 131,6, 130,5, 129,8, 129,4, 129,2, 129,1, 128,3, 127,8, 126,3, 125,6, 125,6, 125,5,
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125,5, 125,1, 125,0, 123,6, 122,4, 116,2. "°F RMN (377 MHz, CD:Cl,, 298 K) & (ppm): -
63,09, -78,93. Masas ESI-MS (modo ion. pos. CH3;CN): calc., [M-OTf]*= 1195,0792 m/z;
exp: 1195,0796 [M-OTf]* m/z. Anal. Calc. para CssH2sFglrNsO3Ss: %C, 49,14; %H, 2,10;
%N, 6,25; %S, 11,93. Experimental: %C, 49,36; %H, 2,22; %N, 6,30; %S, 11,72.

ot 31: 24 %. "H RMN (401 MHz, CDCls, 298 K)

@ o (ppm): 9,91 (dd, J = 8,2, 1,5 Hz, 2H), 8,64

(dd, J = 5,2, 1,5 Hz, 2H), 8,43 (dd, J = 6,6,

!r 3,4 Hz, 2H), 8,20 (dd, J = 8,3 Hz, 5,3 Hz,

‘ 2H), 8,07-8,00 (m, 2H), 7,71 (d, J= 8,2, 2H),

MN 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 7,16—7,09 (m, 2H),

6,87-6,80 (m, 2H), 6,58 (d, J = 8,8 Hz, 4H),

6,44 (s, 2H), 5,88 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 2,96

(s, 12H). ¥C RMN (75 MHz, CDCls, 298 K, d ppm): 161,6, 158,1, 154,0, 152,0, 150,4,

144,2, 139,9, 137,5, 133,6, 132,1, 131,8, 130,9, 129,3, 128,9, 128,7, 126,9, 125,5, 124,5,

116,3, 113,0, 41,1. "®F RMN (377 MHz, CD.Cl,, 298 K, & ppm): -78,91. Masas ESI-MS

(modo ion., pos., CH3CN): calc., [M-OTf]*= 1145,1888 m/z; exp: 1145,1893 [M-OTf]" m/z.

Anal. Calc., para Cs7HoF3lrNsOsSs: *C, 52,89; %H, 3,11; %N, 8,66; %S, 12,38.
Experimental: %C, 52,83; %H, 3,27; %N, 8,73; %S, 12,59.

CFs 32: 44 %. 'H-RMN (401 MHz, CDCl;, 298
K) & (ppm): 9,92 (dd, J = 8,3, 1,5 Hz, 2H),
—’OTf _

8,79 (dd, J = 5,2, 1,5 Hz, 2H), 8,46-8,42

/Q (m, 2H), 8,21 (dd, J = 8,2, 5,2 Hz, 2H),
8,07-8,03 (m, 2H), 7,54-7,48 (m, 12H),
7,41-7,37 (m, 4H), 7,36-7,33 (m, 2H), 7,11
(ddd, J= 8,3, 7,4, 1,0 Hz, 2H), 6,78 (ddd, J

\/\/

2H), 5,60-5,56 (m, 2H). *C RMN (101

MHz, CDCls, 298 K) & (ppm): 161,2, 156,8,

153,9, 150,4, 150,2, 143,1, 140,1, 139,1,
139,0, 136,4, 136,1, 133,8, 132,7, 131,0, 130,7, 130,5, 130,2, 129,9, 128,8, 128,0, 127,1,
126,3, 126,2, 126,2, 125,9, 125,9, 125,1, 125,0, 124,8, 123,8, 123,6, 122,4, 122,3, 112,5,
111,5, 48,8. °F RMN (377 MHz, CD.Cl, 298 K) & (ppm): -63,13, -63,14, -78,91. Masas
ESI-MS (modo ion., pos., CH3CN): calc., [M-OTf]"'= 1477,2255 m/z; exp: 1477,2277 [M-
OTf]" m/z. Anal. Calc. para C71HaoF15IrNgO3S3: %C, 52,43; %H, 2,48; %N, 6,89; %S, 5,91.
Experimental: %C, 52,47; %H, 2,80; %N, 7,00; %S, 5,96.

I = 8,4, 7,4, 1,0 Hz, 2H), 6,64 (s, 2H), 6,06
% (d, J = 17,1 Hz, 2H), 5,92 (d, J = 17,1 Hz,

CF3
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CFs 33: 32%. 'H RMN (401 MHz, CDCls;) &
(ppm): 9,92 (dd, J = 8,2, 1,5 Hz, 2H), 8,85
(dd, J = 5,2, 1,5 Hz, 2H), 8,46 (dd, J = 6,6,
3,4 Hz, 2H), 8,15 (dd, J = 8,2, 5,2 Hz, 2H),
8,08-8,02 (m, 2H), 7,53 (d, J = 8,1 Hz, 4H),
7,42 (d, J= 8,1 Hz, 4H), 7,31-7,21 (m, 4H),
7,07—6,99 (m, 2H), 6,75-6,67 (m, 2H), 6,64
—-6,52 (m, 4H), 6,43 (s, 2H), 6,00 (d, J=16,9
Hz, 2H), 5,80 (d, J = 16,9 Hz, 2H), 5,51 (d,
J=8,2Hz, 2H), 2,95 (s, 12H). *C RMN (101
MHz, CDCIs) & (ppm): 162,1, 158,7, 154,2,
154,1, 151,0, 150,7, 143,3, 140, 7, 139,4,
139,3, 135,8, 133,8, 132,7, 130,7, 130,0, 127,9, 127,33, 127,31, 126,43, 126,39, 125,3,
124,4, 122,8, 120,9, 119,5, 112,2, 111,1, 48,7, 40,3. "F RMN (377 MHz, CD.Cl,, 298K, &
ppm): -62.92, -78.95. Masas ESI-MS (modo ion. pos.): calc., [M-OTf]*= 1427,3351 m/z,
exp: 1427,3363 [M-OTf]* m/z. Anal. Calc. para CrsHs2FslrN19O3Ss: %C, 55,61; %H, 3,32;
%N, 8,88; %S, 6,10. Experimental: %C, 55,88; %H, 3,41; %N, 8,90; %S, 6,12.

~
\Z/ Z/

CF;3

2.5. Capitulo 6

Sintesis del proligando 2-(tiofen-2-il)benzo[d]tiazol (37)

El ligando 37 se preparo siguiendo un procedimiento descrito previamente en la
bibliografia con ligeras modificaciones (Esquema 6.1).° Se disolvieron bisulfito de sodio
(1,05 g, 10 mmol) y tiofeno-2-carbaldehido (459 uL, 5 mmol) en 10 mL de agua y la mezcla
se dejo en agitacion a 80 °C durante 1 h. A continuacion, se afadié o-aminotiofenol (0,55
mL, 5 mmol) disuelto en 10 mL de etanol y la mezcla se dejé reaccionar a 80 °C durante
18 horas. Finalizada la reaccion, se evaporoé el etanol bajo presion reducida y se llevé a
cabo una extraccién con diclorometano (3x15 mL). Finalmente, se llevé a sequedad y se

precipitdé con hexano para obtener un soélido blanco puro.

Sintesis de los complejos de iridio 39-48

En primer lugar, se prepararon los dimeros de iridio [Ir(C*N)2(u-Cl)]2, tal y como
viene descrito en la bibliografia (Esquema 6.2).° El IrCl;-H,O (50 mg, 0,16 mmol) y los
proligandos correspondientes (34-37 y 25) (0,35 mmol) se disolvieron en 8 mL de una
mezcla 2-etoxietanol:H-O (3:1 v:iv), y la mezcla se dejo en agitacion bajo atmésfera de
nitrogeno a 110 °C durante 24 h. Una vez terminada la reaccién, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y los precipitados de color amarillo-naranja se filtraron y lavaron con

agua. Los productos se utilizaron en la siguiente reaccion sin purificacion adicional. A
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continuacion, el correspondiente dimero de iridio (1 eq), la bpy o el ligando 38 (2 eq) y el
triflato de potasio (2,5 eq) se disolvieron en 10 mL de una mezcla MeOH:DCM (3:2 viv) y
se dejo agitar a 58 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, se evaporo el
disolvente y se realizé6 una columna cromatografica, utilizando alimina como fase
estacionaria y una mezcla DCM:CHsCN (1:1 viv) como eluyente. Finalmente, los
compuestos de iridio se recristalizaron con DCM y hexano, obteniéndose los compuestos
39-48 puros. Los valores de andlisis elemental y los espectros de HPLC-MS se obtuvieron

tras sustituir el triflato por el cloruro como contraidn, previo al estudio biolégico.

39: 40 %. '"H RMN (401 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,77-
8,69 (m, 1H), 8,65-8,58 (m, 1H), 8,34-8,22 (m, 2H),
8,06-7,99 (m, 1H), 7,99-7,88 (m, 4H), 7,85 (d, J = 6,2
Hz, 1H), 7,77 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,70 (d, J = 5,6 Hz,
1H), 7,64 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 7,60-7,48 (m, 2H), 7,26-
7,14 (m, 2H), 7,01 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 6,96 — 6,86 (m,
3H), 6,86 — 6,74 (m, 2H), 6,19 (dd, J = 11,0, 7,4 Hz,
2H), 3,47 (q, J = 7,7 Hz, 4H), 2,52 (s, 3H), 2,42 (s, 3H),
1,12 (t, J= 7,0 Hz, 6H). 3*C RMN (101 MHz, DMSO) &

= (ppm): 167,0, 166,9, 165,0, 155,1, 154,9, 154,4, 1514,
151,2, 151,1, 150,7, 149,8, 149,0, 148,8, 143,9, 143,7, 138,7, 138,6, 131,2, 131,0, 130,2,
129,3, 126,4, 125,3, 125,1, 125,0, 124,0, 123,9, 123,5, 122,2, 122,1, 120,0, 119,8, 119,1,
118,9, 110,6, 110,5, 109,6, 97,2, 78,6, 43,9, 20,9, 18,2, 12,5. Masas HPLC-MS (modo ion.
pos.): calc., [M-CI]*= 923,3049 m/z; exp: 923,3084 [M-CII* m/z. Anal. Calc. para
Ca9H42ClIrN6O: %C, 61,40; %H, 4,42; %N, 8,77. Experimental %C, 61,10; %H, 4,50; %N,
8,80.

40: 37 %. "H RMN (401 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 13,89
(s, 2H), 8,78-8,72 (m, 1H), 8,65-8,60 (m, 1H), 8,10 (d, J
= 6,2 Hz, 1H), 8,06 (s, 1H), 8,02 (dd, J = 6,1, 2,1 Hz,
1H), 7,96 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 7,90-7,84 (m, 2H), 7,64 —
7,58 (m, 1H), 7,58 — 7,54 (m, 1H), 7,53-7,48 (m, 1H),
7,27-7,19 (m, 2H), 7,07 — 6,89 (m, 4H), 6,87 — 6,73 (m,
5H), 6,24 (dd, J = 14,9, 7,5 Hz, 2H), 5,95 (d, J = 8,3 Hz,
1H), 5,72 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 3,47 — 3,40 (m, 4H), 2,55
(s, 3H), 2,40 (s, 3H), 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C RMN
(101 MHz, DMSO) & (ppm): 164,9, 164,3, 164,2, 156,2,
156,1, 154,3, 151,2, 151,1, 150,8, 150,7, 150,1, 148,6, 143,5, 139,4, 139,3, 134,2, 133,2,
133,2, 132,7, 132,6, 130,4, 128,9, 126,3, 124,7, 124,3, 123,6, 123,5, 123,2, 123,2, 122,3,

225



Seccion experimental

121,9, 121,9, 119,1, 118,8, 113,1, 112,9, 110,5, 110,5, 109,6, 97,1, 79,0, 78,6, 54,9, 43,9,
20,9, 18,1, 12,4. Masas HPLC-MS (modo ion. pos.): calc., [M-CI]*= 1001,3267 m/z; exp:
1001,3290 [M-CI]* m/z. Anal. Calc. para Cs3HasClIrNsO: %C, 61,41; %H, 4,28; %N, 10,81.
Experimental %C, 61,14; %H, 4,43; %N, 10,90.

41: 32 %. "H RMN (401 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 8,74-
8,69 (m, 1H), 8,67-8,62 (m, 1H), 8,24 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 8,08 (dd, J = 6,2, 2,1 Hz, 1H), 8,04 — 7,95 (m, 3H),
7,86 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,64 — 7,58 (m, 1H), 7,54 (d, J
= 8,7 Hz, 1H), 7,48 — 7,39 (m, 2H), 7,32-7,25 (m, 1H),
7,23-7,16 (m, 1H), 7,15-7,07 (t, J = 7,6, 2H), 6,92 (t, J
= 7,6 Hz, 2H), 6,84 — 6,75 (m, 3H), 6,45 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 6,29 (dd, J = 13,8, 7,6 Hz, 2H), 6,19 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 3,51 — 3,40 (m, 4H), 2,55 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 1,10
(t, J=7,0 Hz, 6H). *C RMN (151 MHz, DMSO) & (ppm):

181,2, 181,1, 165,2, 155,8, 155,6, 154,4, 152,2, 151,2, 150,8, 150,0, 149,4, 149,1, 148,7,
144,3, 140,1, 132,7, 132,6, 132,1, 131,3, 131,3, 129,6, 128,3, 128,1, 127,1, 127,0, 126,4,
126,1, 126,0, 125,2, 124,7, 123,6, 123,0, 123,0, 119,4, 118,7, 117,2, 116,9, 110,7, 110,5,
109,7,97,1,78,5, 43,9, 21,0, 18,2, 12,4. Masas HPLC-MS (modo ion. pos.): calc., [M-CI]*=
1035,2491 m/z; exp: 1035,2533 [M-CI]* m/z. Anal. Calc. para Cs3H42ClIrNeOS2: %C, 59,45;
%H, 3,95; %N, 7,85; %S, 5,99. Experimental %C, 59,14; %H, 4,05; %N, 7,75; %S, 5,89.

42: 30 %. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,74-
8,70 (m, 1H), 8,65 — 8,62 (m, 1H), 8,15 — 8,11 (m, 2H),
8,08 (dd, J = 6,3, 2,2 Hz, 1H), 7,92 (d, J = 6,3 Hz, 1H),
7,82 (dd, J = 4,7, 2,2 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 5,7 Hz, 1H),
7,66 — 7,62 (m, 1H), 7,53 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,38-7,32
(m, 2H), 7,26-7,21 (m, 1H), 7,17-7,12 (m, 1H), 6,84-6,75
(m, 3H), 6,37 — 6,33 (m, 1H), 6,15 (dd, J = 13,5, 4,7 Hz,
2H), 6,11 — 6,07 (m, 1H), 3,49 — 3,43 (m, 4H), 2,57 (s,
3H), 2,41 (s, 3H), 1,10 (t, J = 7,0 Hz, 6H). 3C RMN (151
MHz, DMSO) & (ppm): 174,0, 173,9, 165,2, 160,0,

159,6, 155,8, 155,6, 154,4, 152,4, 151,2, 150,3, 149,8, 149,2, 148,9, 144,4, 136,2, 1321,
132,0, 131,9, 131,8, 131,2, 131,2, 129,6, 128,2, 128,0, 126,4, 125,2, 125,1, 125,0, 124,6,
123,5,121,8,119,6,119,3, 118,7,116,0, 115,7, 110,7, 110,5, 109,7, 97,1, 78,5, 43,9, 21,0,
18,2, 12,4. Masas HPLC-MS (modo ion. pos.): calc., [M-CI]'= 1047,1619 m/z; exp:
1047,1643 [M-CI]* m/z. Anal. Calc. para C49H3sClIrNeOS4: %C, 54,35; %H, 3,54; %N, 7,76;
%S, 11,85. Experimental %C, 54,24; %H, 3,58; %N, 7,72; %S, 11,81.
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43: 35 % H RMN (401 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 8,77-8,74 (m, 1H), 8,67-8,62 (m,
1H), 8,21-8,14 (m, 2H), 8,08-8,05 (m, 2H),
8,00 (d, J =5,7 Hz, 1H), 7,82-7,75 (m, 4H),
7,74 — 7,68 (m, 4H), 7,67 — 7,62 (m, 1H),
7,59 (d, J=9,0 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,7 Hz,
2H), 7,24 (ddd, J = 8,6, 7,4, 1,3 Hz, 1H),
7,14 (ddd, J = 8,5, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 6,89 —
6,74 (m, 5H), 6,34 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,08
(d, J=8,4 Hz, 1H), 3,46 (q, J = 7,6 Hz, 4H),

2,57 (s, 3H), 2,45 (s, 3H), 1,10 (t, J = 7,0 Hz, 6H). 3C RMN (151 MHz, DMSO) & (ppm):
173,3, 173,2, 165,3, 160,6, 160,2, 155,8, 155,6, 154,3, 152,6, 151,2, 150,7, 150,6, 150,3,
149,9, 149,4, 148,9, 144,6, 136,3, 133,4, 131,7, 131,6, 130,0, 129,3, 129,7, 128,8, 128,5,
128,2, 128,0, 126,8, 126,4, 126,1, 125,2, 124,9, 124,7, 123,7, 123,1, 119,3, 118,6, 116,0,
115,7, 110,8, 110,5, 109,7, 97,1, 78,4, 43,9, 21,0, 18,2, 12,4. Masas HPLC-MS (modo ion.
pos.): calc., [M-CI]*= 1335,1993 m/z; exp: 1335,2033 [M-CI]* m/z. Anal. Calc. para
Ce3HasCIFslrNgOS4: %C, 55,19; %H, 3,23; %N, 6,13; %S, 9,36. Experimental %C, 55,27;
%H, 3,31; %N, 6,02; %S, 9,30.

P
‘ ™.

N._ =
N~ ™
N | =

0
Masas HPLC-MS (modo ion. pos.): calc., [M-Cl]*= 735,1848 m/z; exp: 735,1859 [M-CI]*

m/z. Anal. Calc. para CssH26ClIrNes: %C, 56,13; %H, 3,40; %N, 10,91. Experimental %C,
56,08; %H, 3,55; %N, 10,62.

/@ - |oTf

N\ 7/ N\ 7

45: 42 %. *H RMN (401 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 13,92 (s, 2H),
8,85 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 8,33-8,24 (m, 2H), 8,15 (d, J = 5,4 Hz,
2H), 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,75 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 7,60 (d, J
= 8,1 Hz, 2H), 7,23 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,04 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
6,92 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 6,88 — 6,80 (m, 2H), 6,24 (d, J = 7,6 Hz,
2H), 5,60 (d, J= 8,2 Hz, 2H). 3C RMN (101 MHz, DMSO) &
(ppm): 164,25, 156,5, 151,02 150,4, 139,5, 139,2, 134,1, 133,2,
132,6, 130,5, 128,4, 124,3, 123,6, 123,3, 122,1, 113,2, 112,7.

47: 23 %. *H RMN (401 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 8,88-8,82 (m,
2H), 8,33 (dt, J=7,9, 1,6 Hz, 2H), 8,17 - 8,10 (m, 2H), 8,01-7,96
(m, 2H), 7,87 — 7,78 (m, 4H), 7,35 (ddd, J = 8,3, 7,3, 1,1 Hz, 2H),
7,13 (ddd, J = 8,5, 7,3, 1,3 Hz, 2H), 6,17 (d, J = 4,7 Hz, 2H),
6,01-5,96 (m, 2H).2*C RMN (101 MHz, DMSO) & (ppm): 174,1,
159,2, 156,0, 150,8, 148,7, 140,6, 136,3, 132,1, 131,8, 131,2,
129,1, 128,0, 125,1, 124,8, 124,7, 115,5. Masas HPLC-MS
(modo ion. pos.): calc., [M-Cl]*= 781,0200 m/z; exp: 781,0211
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[M-CI]* m/z. Anal. Calc. para Cs2H20CIlIrN4S4: %C, 47,08; %H, 2,47; %N, 6,86; %S, 15,71.
Experimental %C, 46,74; %H, 2,62; %N, 6,69; %S, 15,82.

o 48: 20 %. *H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 9,12

/@ —-9,01 (m, 2H), 8,30 (dt, J =7,9, 1,6 Hz, 2H), 8,15 —

FC C :\SII \N\ [ ; 8,11 (m, 2H), 7,85 — 7,79 (m, 2H), 7,61 — 7,51 (m,

yd 10H), 7,36-7,31 (m, 2H), 7,12-7,07 (m, 2H), 6,49 (s,

X 2H), 6,03 (d, J = 8,4 Hz, 2H). *C RMN (151 MHz,

S =N & CDCls) 6 (ppm): 173,3, 160,0, 157,0, 152,6, 150,7,

S@ 149,2, 141,2, 136,5, 133,7, 131,4, 130,9, 130,7,

129,4, 128,8, 128,4, 126,8, 126,5, 126,1, 126,1,

125,8, 123,7, 116,5. Masas HPLC-MS (modo ion, pos,): calc., [M-Cl]*= 1069,0568 m/z;

exp: 1069,0559 [M-CI]* m/z. Anal. Calc. para CasH26CIFsIrN4S4: %C, 50,02; %H, 2,37; %N,
5,07; %S, 11,61. Experimental %C, 50,08; %H, 2,39; %N, 5,12; %S, 11,50.

3. Instrumentacion y técnicas espectroscopicas
3.1. Resonancia Magnética nuclear

Los espectros de 'H-RMN, *C-RMN y '"®F-RMN, asi como los espectros
bidimensionales (['H-'H]-COSY, ['H-3C]-HSQC, ['H-"*C]-HMBC y ['H-'H]-NOESY) se
registraron en los espectrometros de RMN Bruker AC 300E, Bruker AV 400 y Bruker AV
600. Los desplazamientos quimicos se referenciaron respecto a las impurezas de los

disolventes deuterados."
3.2. Analisis elemental

El analisis elemental de C, H, N y S se llevd a cabo en un microanalizador Carlo
Erba Modelo EA 1108, con un software EAGER 200.

3.3. Espectrometria de masas

Los espectros de ESI-MS y HPLC-MS de los compuestos se registraron en un
equipo Agilent HPLC 1290 Series Il + Agilent iFunnel 6550 QTOF AJS Dual ESI utilizando
una columna Zorbax Eclipse Plus C18, 2,1x100, 1,8 um. El flujo empleado fue de 0,4

mL/min y en la Tabla E.1 se muestra el gradiente utilizado para el analisis.

Tabla E.1. Método para el analisis de RP-HPLC-MS.

Tiempo (min) H20 + 0,1 % acido formico CH3CN + 0,1 % acido formico

0-2 80 20
24-25 0 100
26-30 80 20
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Los espectros de masas se registraron en modo de ionizacion positivo y, en todos
los casos, muestran una distribucion isotépica muy proxima a la calculada

experimentalmente para la formulacién esperada de los respectivos compuestos.
3.4. Espectroscopia de absorciéon UV/Vis

Los espectros de absorcion UV/Vis se registraron en un espectrémetro Perkin-

Elmer Lambda 750 S, con un software operativo.

3.5. Espectroscopia de emision, rendimientos cuanticos de emision y tiempos de

vida media

Los espectros de emision se registraron en un espectrofluorimetro Horiba Jobin
Yvon Fluorolog 3-22 modular con una lampara de xenén de 450 W, dos monocromadores
de doble rendija y un fotomultiplicador TBX-04. Para las medidas, registradas a 298 K, se

utilizaron cubetas de cuarzo de 10 mm.

Los tiempos de vida de emisién se determinaron mediante un controlador IBH
FluoroHub TCSPC y un diodo de pulso NanoLED, siendo la incertidumbre de £ 10 %. El

NanoLED empleado en los capitulos 5 y 6 fue el de 372 nm.

Los rendimientos cuanticos de emision se midieron en un espectrometro de
rendimiento cuantico PL absoluto Hamamatsu C11347, siendo la incertidumbre de + 5 %.

Antes de la medida las disoluciones se burbujearon con argon durante 30 min.
3.6. Fuente de irradiacion de luz

En los experimentos de irradiacion en medios libres de células se utilizé un
fotorreactor EXPO Panels equipado con lamparas de luz azul (A= 465 nm) o verde (A =
520 nm) o un fotorreactor Well Plate llluminator de luz roja (A= 620 nm), ambos adquiridos
a través de Luzchem (Canada). Para determinar las potencias de irradiacion se utilizé una
consola compacta medidora de potencia y energia digital de 4’ (PM100D) de Thorlabs
(EEUU), equipada con un sensor de potencia fotodiodo estandar (200-1100 nm, 50 nW-
50 mW).

3.7. Microondas

Las reacciones de microondas se realizaron en viales de 10 mL, en el reactor de

sintesis Monowave 50 (315 mW) de Anton Paar.

4. Toma de datos de difraccion de rayos X de monocristal y refinamiento de

las estructuras cristalinas

Los cristales se montaron en aceite inerte en fibra de vidrio y las intensidades se

registraron a baja temperatura (100 K) en un difractometro Bruker, utilizando radiacion Mo
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Ka monocromética (A=0,71073 A). Las correcciones de absorcién se basaron en barridos
multiples (programa SADABS),"? las estructuras se refinaron anisotropicamente utilizando
SHELXL-2018" y los atomos de hidrégeno se incluyeron utilizando grupos metilo rigidos

0 un modelo de equitacion.
41. Capitulo 2

Los monocristales de los complejos 8 y 10, adecuados para difraccion de rayos X,
se obtuvieron por difusién lenta de éter etilico en una disolucién saturada de los complejos
en acetonitrilo. El sustituyente -CF; del ligando N~N en el complejo 8 esta desordenado en
dos posiciones (44:56 %).

4.2. Capitulo 3

Los monocristales de 17, adecuados para difraccidon de rayos X, se obtuvieron por
difusion lenta de hexano en una disolucion saturada del compuesto en diclorometano. La
estructura contiene regiones de densidad de electrones residuales mal resueltas. Esto no
pudo modelarse adecuadamente, por lo que se "elimind" utilizando el programa
SQUEEZE, que forma parte del sistema PLATON.' El volumen de huecos por celda era
de 539 A3, con un recuento de electrones huecos por celda de 160. El disolvente adicional
no se tuvo en cuenta al calcular los parametros derivados de la misma, como el peso de

la férmula empirica porque la naturaleza del disolvente era incierta.
4.3. Capitulo 4

Los monocristales de 22, adecuados para difraccién de rayos X, se obtuvieron por
difusién lenta de éter etilico en una disolucién saturada del compuesto en diclorometano.
La estructura contiene regiones mal resueltas de densidad electronica residual; esto no
pudo modelarse adecuadamente, por lo que se "elimind" utilizando el programa
SQUEEZE, que forma parte del sistema PLATON.'* El volumen de huecos por celda era
de 125 A3, con un recuento de electrones huecos por celda de 35. Esto es coherente con
la presencia de 1,75 H>O por unidad asimétrica, lo que supone 35 electrones por celda
unitaria. Sin embargo, esta asignacion de contenido de disolvente debe interpretarse con
cautela. El sustituyente del ligando CAN -COOMe esta desordenado en dos posiciones,
aproximadamente 80:20%. En el cristal, las moléculas estan unidas mediante enlaces de
hidrégeno no clasicos C-H---O, que conducen a la formacion de cadenas dobles en la

direccion [1,-1,0].
44. Capitulo5

Los monocristales de 32, adecuados para la difraccion de rayos X, se obtuvieron

por difusién lenta de hexano en una disolucién saturada del compuesto en diclorometano.
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La estructura contiene regiones mal resueltas de densidad electrénica residual. Esto no
pudo modelarse adecuadamente, por lo que se "elimind" utilizando el programa
SQUEEZE, que forma parte del sistema PLATON.™ El volumen de huecos por celda era
de 322 A3 con un recuento de electrones huecos por celda de 150. Este disolvente
adicional no se tuvo en cuenta al calcular los parametros derivados, como el peso de la
férmula, porque la naturaleza del disolvente era incierta. Tres de los cuatro sustituyentes
CF3 estan desordenados en dos posiciones, aprox. 66:44%, 82:18% y 90:10% cada uno.

Para estos sustituyentes se utilizaron comandos SHELXL apropiados, como SADI y RIGU.
5. Ensayos en medios libres de células
5.1. Medidas de estabilidad y fotoestabilidad

La estabilidad en DMSO y medio de cultivo (1 % DMSO), asi como la
fotoestabilidad de los compuestos se evalud por espectroscopia de absorciéon UV/Vis,
utilizando disoluciones de concentracion 50 uyM (Capitulo 2) o 10 uyM (Capitulos 3-6).
Ademas, en el Capitulo 5 se comprobo la fotoestabilidad por '"H-RMN a una concentracion
de 1 mM.

Para los estudios de estabilidad, los espectros se registraron a tiempo 0 y tras 48
horas de incubacion a 37 °C, mientras que, para la fotoestabilidad, los espectros se
registraron a tiempo 0 y tras 2 horas de irradiaciéon con luz a una potencia determinada
(Tabla E. 2).

Tabla E. 2. Potencias empleadas para el estudio fotoestabilidad de cada capitulo.

Capitulo A (nm) Potencia (mW/cm?)

3 520 2,0
4 520 2,0
5 465 4,0
465 4,0
6
520 2,0

5.2. Hidrélisis por RMN

Los experimentos de hidrdlisis se realizaron por 'H-RMN. Los complejos 6-10 (1
mM) se disolvieron en una mezcla DMSO-de: D20 (2:1 v:v) y se registraron los espectros a
tiempo inicial y tras 24 h de incubacién a temperatura ambiente. Los estudios de hidrélisis
también se llevaron a cabo por HPLC-MS disolviendo los complejos 6-10 (10 uM) en H2Oma
(5 % DMSOQ) y registrando los espectros a tiempo inicial y tras 24 h de incubacion a

temperatura ambiente.
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5.3. Interaccion con la HSA

En primer lugar, se preparé la disolucién madre de HSA, disolviendo la HSA sélida
en 100 mL de tampon 50 mM de Tris-HCI con 100 mM de NaCl a un pH de 7,4. La
concentracion de dicha disolucion se determind utilizando su coeficiente de extincién molar
a 278 nm (g27s= 36000 M-'cm™™).#

Por un lado, los analisis cualitativos de la interaccion entre los compuestos de los
Capitulos 2-4 y la HSA se determinaron mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis.
Para ello, se registraron los espectros de la HSA (1 uM) tras la adicién de equivalentes de

los compuestos (0-1 equivalentes).

Por otro lado, los analisis cuantitativos de la interaccion de los compuestos y la
HSA se realizaron mediante valoracion fluorimétrica. Para ello, se valoré una porcion de 3
mL de una disolucién acuosa de proteina (2,7 uM en el Capitulo 2y 2,5 uM en los Capitulos
3 y 4) mediante adiciones sucesivas de solucién de cada complejo (0-10 equivalentes).
Tras cada adicion, la mezcla se agito y se dejo reposar durante 5 minutos. A continuacion,
se midio la intensidad de fluorescencia a A= 295 nm. La anchura de la rendija de
excitacién y emision se fijo en 5 nm, y los espectros de fluorescencia de emisién se
registraron en el intervalo de longitudes de onda A= 305-570 nm. Con el fin de obtener las
constantes de extinciéon se aplicaron las ecuaciones de Stern-Volmer o Lineweaver-
Burk.'®"" La constante de Stern-Volmer se obtiene al representar graficamente Fo/F frente

a la concentracion del compuesto [C] (Ecuacién E.1).

Fo

Ecuacion E.1: ?=1 +Kgy[C]

Donde Ksv es la constante de desactivacion de Stern-Volmer, Fo y F son las intensidades
de fluorescencia en ausencia y presencia del compuesto y [C] es la concentraciéon del

compuesto.

Por su parte, la constante de Lineweaver-Burk se obtiene al representar
graficamente Fo/(Fo-F) frente a la inversa de la concentracion del compuesto 1/[C]

(Ecuacion E.2)."820

1 1 1 1
Ecuacion E.2: —=—+—«+-"—
Fo-F Fo Kig'Fo [C]

Donde K.z es la constante de desactivacion de Lineweaver-Burk (M), Fo y F son
las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia del compuesto y [C] es la

concentracion del compuesto.

Finalmente, la ecuacion de Scatchard permite obtener el nimero de sitios de union

a los que se une el compuesto en la HSA y la constante de enlace (Ecuacién E.3).?'
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Ecuacién E.3: log ["2~] =logKg+nlog[C]

Donde Kz es la constante de enlace a un sitio de unién, n es el numero de sitio por HSA,
[C] es la concentracidén del complejo, y Fo y F son las intensidades de fluorescencia en

ausencia y presencia del compuesto, respectivamente.

Experimentos competitivos de marcadores de sitio realizados en el Capitulo 2.

Mediante técnicas de valoracion por fluorescencia, se cuantificaron los estudios de
localizacién de la unién entre los complejos y la HSA en presencia de dos marcadores de

sitio (ibuprofeno y warfarina).*22

Warfarina como marcador del sitio I. La warfarina se utilizé6 como marcador del sitio
| en los estudios de desplazamiento. Para empezar, se prepararon mezclas equimolares
de proteina y warfarina (1:1 pyM), se mezclaron completamente y se dejaron equilibrar
durante una hora a temperatura ambiente. A continuacién, se valoré una alicuota de 3 mL
de dicha disolucion mediante adiciones sucesivas de cantidades crecientes de los
complejos 6-10 (0-25 uM). Tras cada adicion, las disoluciones resultantes se mezclaron
completamente y se dejaron reposar durante 20 minutos. Se eligié una longitud de onda
de excitaciéon de 320 nm. Las anchuras de las rendijas de emision y excitacion se ajustaron
a 5 nm, y el intervalo de longitudes de onda en el que se registraron los espectros de

fluorescencia de emision fue de 340-550 nm.

Ibuprofeno como marcador del sitio Il. El procedimiento fue el mismo que en el
experimento anterior, pero utilizando ibuprofeno como marcador del sitio Il. Se eligié una
longitud de onda de excitacién de 280 nm, las anchuras de las rendijas de emisién y
excitacion se ajustaron a 5 nm, y el intervalo de longitudes de onda en el que se registraron

los espectros de fluorescencia de emision fue de 290-540 nm.
5.4. Fotooxidacion del NADH

La reaccién entre los complejos de iridio de los capitulos 5y 6 y el NADH se
monitorizd mediante espectroscopia de absorcion UV/Vis en oscuridad y tras irradiacion
con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?), luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) o luz roja (620 nm,
15 mW/cm?). Para ello, se preparé una disolucién de NADH (100 uM) en PBS (5% DMF),
en presencia del respectivo compuesto (1 0 5 uM), y se registro el espectro de absorcion

UV/Vis a diferentes tiempos.

El numero de recambio (TOF) se calculé dividiendo la concentraciéon de NADH
oxidado entre la concentracién del compuesto utilizada y el tiempo de reaccion. La
concentracion de NADH se obtuvo utilizando el coeficiente de extincién molar a 339 nm
(€339= 6220 M-'cm™).2
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5.5. Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete

Los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete de los compuestos de los Capitulos
4, 5y 6 se determinaron siguiendo un procedimiento adaptado de la bibliografia.”** Para
ello, se prepararon disoluciones de DPBF de concentracion 50 uM en acetonitrilo, en
presencia de los complejos a concentracion conocida o de la referencia [Ru(bpy)s]Clz (Pa=
0,57 en acetonitrilo). La fotolisis del DPBF se monitorizé cada diez segundos mediante
espectroscopia de absorcion UV/Vis (350-500 nm) tras irradiar con luz azul (465 nm, 0,5
mW/cm?; Capitulos 5 y 6) o luz verde (520, 0,5 mW/cm?; Capitulos 4 y 6).

Finalmente, se representd la absorbancia del DPBF a 411 frente a los tiempos de
irradiacién, obteniéndose rectas cuyas pendientes permitieron obtener los valores de

rendimientos cuanticos de oxigeno singlete a través de la Ecuacién E.4.
me (1_10A}\r)

Ecuacion E.4 ®As = OAr e
my (1-10%)

Donde @, es el rendimiento cuantico de oxigeno singlete de la referencia, m¢ y m,
son las pendientes de los complejos y la referencia, y Axc Y Axr son las absorbancias de los
complejos y de la referencia a la longitud de onda de irradiacién (465 o 520 nm),

respectivamente.
5.6. Estudio de generacion de radical hidroxilo

La generacion de radicales hidroxilo por parte de los complejos se determino
mediante espectroscopia de emision. Para ello, se prepararon disoluciones de los
compuestos (10 uM) y la sonda no fluorescente HPF (10 uM) en PBS (5 % DMF). A
continuacion, las muestras se irradiaron con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?; Capitulo 5 y
6) o con luz verde (520, 2,0 mW/cm?; Capitulos 4 y 6), y se registré la evolucion de los
espectros de emision de la HPF (Aex= 490 nm) con el tiempo. La anchura de las rendijas
de excitacion y emisiéon fue de 3 nm, y los espectros de fluorescencia de emision se

registraron en el intervalo de longitudes de onda A= 500-600 nm.
6. Experimentos biolégicos in vitro (Colaboracién con el Prof. Dr. V. Brabec)
6.1. Capitulo 2

Lineas celulares

Las células RD y PSN1 se cultivaron en medio RPMI 1640, y las demas células se
cultivaron en medio DMEM (alto contenido en glucosa, 4,5 g/L). Ambos medios se
complementaron con gentamicina (50 mg/mL) y 10 % de FBS inactivado por calor. El

medio para las células MRC5 se suplementd, ademas, con un 1 % de aminoacidos no
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esenciales. Las células se cultivaron en una atmosfera humidificada (37 °Cy 5 % CO2) y

se subcultivaron dos veces por semana.

Actividad antiproliferativa

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos un dia antes del tratamiento a
una densidad adecuada de 2- 102 células/pocillo (RD, HCT116, PSN1), 3-10° células/pocillo
(MCF7, MDA-MB-231, HelLa) y 5-10° células/pocillo (MRC5). Las células se trataron con
los compuestos sintetizados en medio DMEM o RPMI. Tras 72 h de tratamiento, se realizé
el ensayo MTT (0,125 mg/mL, 3-4 h). A continuacion, se retiré el medio y se sustituyd por
100 pL de DMSO. La absorbancia se registré a 570 nm.

Acumulacion celular

Las células RD se sembraron en placas de Petri a una densidad de 2-10°
células/placa y se incubaron durante la noche. Después, se trataron con los compuestos
durante 5 h a una concentracion de 50 yM vy, tras el tratamiento, se recogieron, lavaron,
contaron y precipitaron. Los pellets celulares se lisaron con el sistema de digestion de

microondas con acido (HCI) y el contenido metélico se midié mediante ICP-MS.

Localizacion celular

Las células RD se sembraron en placas confocales (35 mm) a una densidad de
1,5-10° células/placa y se incubaron durante la noche. Se arfiadié el complejo 10 (o DMF)
a la concentracion indicada, y las células se visualizaron con un microscopio confocal Leica
CM SP5. La fluorescencia de 10 se obtuvo utilizando un laser UV (Aex/Aem=355/400-485

nm).

Los estudios de colocalizacion se realizaron en condiciones similares. Las células
se tiferon previamente con LysoTracker (75 nM, 37 °C, 2 h), ER-Tracker (1 uM/HBSS, 37
°C, 30 min) o TMRE (0,1 uM, 37 °C, 30 min) y después se afiadioé 10 a las concentraciones
indicadas, para visualizarlas después por microscopia confocal (Leica CM SP5). Se aplico
un barrido secuencial (10 - Aex/Aem=355/400-485 nm; LysoTracker - Aex/Aem =504/511-585
nm; ER-Tracker (Aex/Aem =587/615-660 nm); 0 TMRE - Aex/Aem= 549/574-620 nm).

Pérdida del potencial de membrana mitocondrial

Tincion TMRE previa al tratamiento. Las células RD se cultivaron en una placa de
Petri, se cosecharon con tripsinizacion, se tineron con TMRE (100 nM, 37 °C, 30 min) en
DMEM vy, a continuacion, se alicuotaron en tres partes. La primera permanecio sin tratar,
la segunda se traté con estaurosporina (2 uM) y la tercera se traté con 10 (20 uM). El
analisis por citometria de flujo se realizé inmediatamente y varias veces en el plazo de una

hora.

235



Seccion experimental

Tincion TMRE posterior al tratamiento. Las células RD se cultivaron en una placa
de 6 pocillos y se trataron con las concentraciones indicadas de 10. Tras los periodos

indicados (1 - 24 h), se tineron con TMRE y se analizaron por citometria de flujo.

Analisis por citometria de flujo de la tincion con Annexin V/yoduro de propidio

Las células RD se trataron con 10 a las concentraciones indicadas durante 24 h.
Tras el tratamiento, las células se tripsinizaron, lavaron y resuspendieron en tampén de
union a Anexina V, que contenia Anexina V (dilucion 1:20) y yoduro de propidio (10 pg/mL).
Las células se analizaron en el citometro de flujo BD FACS Verse y se evaluaron con FCS

Express 6.

Activacion de la caspasa-3

La activacion de la caspasa-3 se detectd con el reactivo CellEvent® Caspase3/7
Green Detection Reagent. Las células RD se trataron con el complejo 10 a las
concentraciones indicadas durante 24 h, o estaurosporina (2 pM) durante 3 horas. Tras la

tincién con el reactivo verde (10 uM, 37 °C, 30 min), se analizaron por citometria de flujo.

Deteccion de ROS

Las células RD se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 2-10°
células/pocillo y se incubaron durante 16 h. A continuacion, se expusieron a los
compuestos ensayados o a la menadiona (control positivo, 100 uM) durante 24 h a las
concentraciones indicadas. Se afadieron 5 uM de reactivo CelROX®Green a las células,
y se incubaron durante otros 30 minutos a 37 °C. Finalmente, las células se recogieron, se
lavaron con PBS y se analizaron con un citometro de flujo (BD FACS Verse). Finalmente,

los datos se analizaron con FCS Express 6.
Ciclo celular

Las células RD se sembraron en placas de 6 pocillos (3:10° células/pocillo) y se
incubaron durante 24 h. A continuacién, se trataron con los compuestos probados a las
concentraciones indicadas durante 24 h. Después de cosecharlas y lavarlas, se
precipitaron (250 g, 3 min) y los granulos se resuspendieron en etanol. Al dia siguiente, se
enjuagaron dos veces con PBS y se tifieron con yoduro de propidio (50 ug/mL con 100
pg/mL RNasa A) en solucion de Vindel (10 mM Tris-Cl (pH=8,0), 10 mM NacCl, 0,1 % Triton
X-100) durante 30 min a 37 °C. Los perfiles del ciclo celular se registraron utilizando el

citometro de flujo FACS Verse y los datos se analizaron con FCS Express 6.
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Preparacion de células de rabdomiosarcoma enriquecidas con CSC (RD.CD133+)

Se utilizaron anticuerpos marcadores de CSC con CD133/1-APC (Miltenyi Biotec,
Reutlingen, Alemania) para tefiir las células RD CD133-positivas (10 min, 4 °C). A
continuacion, se lavaron y se acoplaron con microperlas anti-APC (15 min, 4 °C). Tras otro
lavado, se clasificaron magnéticamente en una columna LS, utilizando imanes en un

soporte MACS. Seguidamente, se eluyeron las fracciones CD133- y CD133+.

Rabdosferas 3D

Se sembraron células RD.CD133- y RD.CD133+ clasificadas en placas de 96
pocillos en forma de U de fijacién ultrabaja a una densidad de 800 células/pocillo. Las
células se cultivaron durante 4 dias en un medio de no diferenciacion DMEM/F12 Ham
suplementado con un 2 % de B27, factor de crecimiento de fibroblastos (10 ng/mL), factor

de crecimiento epidérmico (20 ng/mL) y 0,4 % de albumina de suero bovino.

Efecto citotdxico/antiproliferativo en esferoides RD.CD133-y RD.CD133+

Los esferoides se trataron con una serie de concentraciones de los compuestos
ensayados durante 72 horas. Tras este periodo, se realiz6 el ensayo de viabilidad celular
CellTiter-Glo®, y la luminiscencia resultante se midid con un lector de microplacas

SPARK®. Los valores ICso corresponden a un efecto de inhibicion del 50% frente al control.

Microscopia confocal de esferoides RD.CD133

Los esferoides RD.CD133+ representativos se transfirieron a placas confocales
(MatTek) y se tiferon con Calceina AM (2 uM) y yoduro de propidio (8 pyg/mL) a 37 °C
durante 2 h. Se anadié Hoechst 33342 (20 ug/mL) para definir la forma de los esferoides.
Las imagenes confocales se registraron con el microscopio confocal de barrido laser Leica
SP8 SMD, vy las intensidades de fluorescencia del canal de calceina AM y del canal de

yoduro de propidio se midieron con el software ImageJ.
6.2. Capitulo 3

Lineas celulares

Las células PSN1, OE33 y PNT1A se cultivaron en medio RPMI, y todas las demas
se mantuvieron en medio DMEM (alto contenido en glucosa, 4,5 g/L). Ambos medios se
suplementaron con gentamicina (50 pg/mL) y un 10 % de FBS inactivado por calor. Las
células se cultivaron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con un 5 % de CO,, y se

subcultivaron periddicamente para mantener una densidad de siembra adecuada.
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Actividad antiproliferativa en 2D

La actividad antiproliferativa de los compuestos 15-20 se determiné mediante un
ensayo MTT. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, con una densidad de
5-10° células por pocillo, en 100 yL de medio y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
humidificada con un 5 % de CO, durante toda la noche. Posteriormente, se trataron con
los compuestos en el rango de concentracién 0-100 uM y se incubaron durante 72 h. Tras
esto, se agregaron 20 yL de una disolucion de MTT diluida (1,25 mg/mL en PBS) y se
incubaron a 37 °C y al 5 % de CO2 durante 4 h. Finalmente, se elimind el medio y se afadid
DMSO. La viabilidad celular se evalué midiendo la absorbancia a 570 nm, utilizando un
lector de microplacas (Spark Tecan, Schoeller). Se realizaron tres experimentos

independientes, cada uno de ellos por triplicado.

Actividad antiproliferativa en 3D

La actividad de los compuestos 15-20 también se determinaron en el cultivo celular
3D de MDA-MB-231. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con fijacion
ultrabaja y una densidad de 5000 células/pocillo en medio Ham DMEM/F12 suplementado
con un factor de crecimiento epidérmico (20 ng/mL), BSA (1,5 mg/mL) y un 2 % de
suplemento B-27, y se dejaron crecer durante 4 dias. Los esferoides resultantes se trataron
con los compuestos durante 72 horas, se controlaron y transfirieron a una placa negra. Se
anadio el reactivo CellTiter-Glo 3D y se incub6 durante 30 minutos. Este reactivo de ensayo
3D mide el ATP como indicador de viabilidad y genera una sefial de luminiscencia que se
mide con un lector Tecan SPARK. Los valores de ICso se determinaron a partir de las
curvas dosis-respuesta, cuyos valores se determinaron a través del ensayo de viabilidad

celular CellTiter-Glo 3D, de acuerdo al protocolo del fabricante.

Ensayo de exclusion de azul tripan

Las células MDA-MB-231, sembradas en placas de 24 pocillos en medio DMEM,
se trataron con los compuestos de osmio y se incubaron a 37 °C al 5 % de CO.. En ciertos
intervalos de incubacién, las células se recogieron, se tifieron con azul tripan y se contaron

utilizando el contador celular automatizado BioRad TC10.

Determinacién de ROS intracelular

Las ROS intracelulares se cuantificaron en células MDA-MB-231. Las células se
sembraron en placas de 6 pocillos, a una densidad de 3-10° células por pocillo. Tras 2 dias
se trataron con los complejos (0,1, 1, 5 0 10 uM) o menadiol (100 uM) durante 2 h. Tras la
incubacién, se recogieron, se afiadié el reactivo CellROS (5 uM) y se incubaron durante

30 minutos a 37 °C. A continuacién, se lavaron con PBS y se midi6 la intensidad de
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fluorescencia (Aex= 488 Nm, Aem= 520 nm) empleando un citémetro de flujo Cell Stream
(Amnis).

Determinacion del nivel de Ca®*

La liberacién de calcio del RE al citoplasma se estudié utilizando la sonda
fluorescente sensible al calcio Fluoro-4 AM. Las células MDA-MB-231 se sembraron en
placas de 6 pocillos, a una densidad de 3-10° células por pocillo. Tras dos dias, se trataron
con los compuestos 17, 20 o ionomicina (5 uM) durante 2 o 24 h. Posteriormente, se
recogieron, se tifieron con Fluoro-4-AM (5 pM) y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C.
Luego, se lavaron con PBS y se midio la intensidad de fluorescencia (Aex= 488 nm, Aem=
520 nm) mediante un citometro de flujo Cell Stream (Amnis).

qRT-PCR de los marcadores del estrés del RE

Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
3-10° células por pocillo y se incubaron durante la noche. A continuacion, se trataron con
los compuestos 17 y 20 (a distintas concentraciones) durante 4, 14 o 24 h. Después del
lavado, se cosecharon y se aislé el ARN total utilizando columnas de ARN NucleoSpin
(Marchery Nagel, GE). Se aplicé una qPCR de un solo paso que combina la transcripcion
inversa seguida de un ciclo térmico de amplificacién, utilizando Luna® Universal one-step
R-gPCR (New England BiolLabs, MA, EEUU). El perfil térmico fue el siguiente:
transcripcion inversa durante 10 min a 55 °C, desnaturalizacién inicial durante 1 min a 95
°C, seguida de 43 ciclos térmicos de desnaturalizacion durante 10 s a 95 °C y extension
durante 30 s a 60 °C. Las secuencias de los primers fueron: GAPDH-F:
GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG; GAPDH-R:ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA;
BiP(GRP78)-F: CTGTCCAGGCTGGTGTGCTCT; BiP(GRP78)-R:
CTTGGTAGGCACCACTGTGTTC; Calnexin-F: GCTGGTTAGATGATGAGCCTGAG;
Calnexin-R: ACACCACATCCAGGAGCTGACT, ERO1A-F:
GAAGGCTGTTCTTCAGTGGACC; ERO1A-R: CCCTTGTAACCAGTGTAGCGCT; IRE1-
F:  CCGAACGTGATCCGCTACTTCT; IRE1-R: CGCAAAGTCCTTCTGCTCCACA;
DDIT3(CHOP)-F: GGTATGAGGACCTGCAAGAGGT, DDIT3(CHOP)-R:
CTTGTGACCTCTGCTGGTTCTG; PERK-F: GTCCCAAGGCTTTGGAATCTGTC; PERK-
R: CCTACCAAGACAGGAGTTCTGG; PDIA2-F: GCTGCTGTTTGTCAACCAGACG;
PDIA2-R: CCTCAGCCTTGAGTCCAAAGTAC.

Los primers purificados se obtuvieron de Generi Biotech (Republica Checa).
GAPDH se utilizé como control interno. La expresion relativa del ARNm se representa

como un aumento del doble (2-AACt).

239



Seccion experimental

Experimentos de inmunotransferencia

Las células MDA-MB-231 se sembraron a una densidad de 3-10° células por
porcillo, se cultivaron durante la noche y se incubaron con los complejos 17 y 20 (a
diversas concentraciones) durante 4, 14 o 24 h. Tras lavarlas con PBS, las células se
rasparon en PBS frio y se precipitaron. A continuacién, los granulos se lisaron con tampén
RIPA suplementado con inhibidores de la proteinasa, siguiendo las recomendaciones del
fabricante (1 h en hielo), y los extractos se limpiaron por centrifugacion (15000 rpm/10
min). Las proteinas que contenian los sobrenadantes se combinaron con tampdn de carga
Laemmli 2x (125 mM Tris-HCI, 20 % de glicerol, 10 % de 2-mercaptoetanol, 4 % de SDS
y 0,004 % de azul de bromofenol) y se calentaron a 95 °C durante 10 min. Se utilizé SDS-
PAGE al 4-20 % para resolver las proteinas. Tras transferirlas a la membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVDF), se detectaron utilizando los anticuerpos apropiados: BiP
(C50B12) de conejo, Calnexina (C5C9) de conejo, anticuerpo Ero1-La 3264, IRE1a
(14C10) de conejo, PDI (C81H6) de conejo, CHOP (L63F7) de ratén, PERK (D11A8) de
conejo, GAPDH producido en raton, anticuerpo anti-IgG de conejo, conjugado con HRP, y
anticuerpo anti-igG de raton conjugado con HRP. Se utilizé reactivo SignalFire ECL (A +
B) como sustrato para HRP, y la luminiscencia se registré con Amersham Imager 680. Las

densidades de las imagenes se evaluaron con el software de analisis de imagenes Aida.

Ensayo de fototoxicidad

La actividad fototdxica de los complejos se determiné frente a células HeLa, OE33
y A375. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5-10° (HeLa,
A375) o 5,5:10° (OE33) células por pocillo en 100 yL de medio, y se cultivaron en
condiciones de normoxia (21 % Oz, 5 % CO,) o hipoxia (3 % Oz, 5 % CO,) en un incubador
humidificado. Tras una noche de incubacién, se retiré el medio, se afiadié el compuesto a
analizar diluido en una solucién salina equilibrada de Earle (EBSS) y se incubaron las
células durante 1 h en la oscuridad. Tras el periodo de incubacion, se irradiaron durante 1
h con luz verde (Amsx= 533 nm) o se dejaron en la oscuridad. Posteriormente, se elimind
el EBSS y las células se volvieron a colocar en la incubadora en un medio de cultivo libre
de farmacos. Su actividad metabdlica se determind 70 h después de la irradiacion,
mediante un ensayo MTT estandar (absorbancia medida a 570 nm). Los valores de |Cso
se obtuvieron a partir de curvas de supervivencia celular de concentracion-respuesta.
Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se realizaron, al menos, tres

experimentos independientes.
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6.3. Capitulo 4

Lineas celulares

Las lineas celulares HelLa, A375, OE33 y MRC5pd30 se cultivaron en medio DMEM
(alto contenido en glucosa, 4,5 g/L), suplementado con gentamicina (50 yg/mL) y un 10 %
de FBS inactivado por calor. EI medio para las células MRC5pd30 también se suplementé
con un 1 % de aminoacidos no esenciales. Todas las células se cultivaron como
monocapas adherentes en una incubadora humidificada a 37 °C, bajo una atmosfera con
un 5 % de COg, y se subcultivaron dos veces por semana con una densidad de siembra

adecuada.

Actividad antiproliferativa

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5-103 células
por pocillo en un medio de cultivo y se incubaron durante la noche. Después, se trataron
e irradiaron con luz verde (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?) o se dejaron en la oscuridad. Tras
el tratamiento, se incubaron durante 70 h en un medio libre de farmacos. A continuacion,
se anadio la solucién de MTT (125 ug/mL) y se incubd durante 4 h a 37 °C. Se eliminé el

medio y se afiadieron 100 yL de DMSO. La absorbancia se midié a 570 nm.

Acumulacion celular

La acumulacion celular de los complejos 21-24 se determiné en células Hela. Para
ello, se cubrid una placa de Petri (100 mm) con células y se incub6 hasta que estas
ocuparon aproximadamente el 80 % del area de crecimiento. A continuacion, el medio de
crecimiento se sustituy6 por EBSS con los compuestos de rutenio (5 uM) durante 2 h. Las
células se lavaron con PBS frio, se tripsinizaron y los granulos celulares se enjuagaron
también con PBS. Después, dichas células se contaron, se mineralizaron anadiendo 200
ML de HCI al 35 %, y se incubaron durante una semana. A continuacion, las muestras se
diluyeron con agua ultrapura hasta un volumen final de 1500 pL y el contenido de rutenio

se evalué mediante ICP-MS.

Distribucidon subcelular

La distribucion subcelular de los complejos 21-24 se determind en células Hela.
Las células se prepararon igual que para los experimentos de acumulacion. Tras cosechar
las células por tripsinizacion, el sedimento se dividié en cuatro fracciones (citosdlica,
membrana/particula, nuclear y citoesquelética) utilizando el kit de fraccionamiento celular
FractionPREP (BioVision, K270), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cada

fraccién se liofilizo, se resuspendié en 200 uL de HCI al 35 % y se mineralizé durante, al
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menos, una semana. A continuacion, las muestras se diluyeron con agua ultrapura hasta

un volumen final de 1500 uL y el contenido de rutenio se evalué mediante ICP-MS.

Determinacion de ROS intracelular

Las células HelLa se sembraron en una placa de 96 pocillos, a una densidad de
4-10% células por pocillo, y se dejaron adherir durante una noche. A continuacién, se
trataron con los complejos (50, 200, 600 nM) y se irradiaron (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?).
Después, se lavaron con PBS y se tifieron con 5 uM de CellROX Green (Invitrogen,
C10444) en PBS durante 30 min a 37 °C. La menadiona (100 uM) se utiliz6 como control
positivo de la induccion de ROS durante 1 h en medio de cultivo. Tras la tincion, las células
se lavaron con PBS y se cosecharon por tripsinizacion. Finalmente, la fluorescencia se

midi6 mediante citometria de flujo (BD FACSverse).

Evaluacion morfolégica

Las células HelLa se sembraron en una placa de 6 pocillos, a una densidad de 3-10°
células por pocillo en medio de cultivo, y se incubaron durante la noche. A continuacion,
se trataron con 21 a distintas concentraciones (50 nM, 200 nM y 600 nM), seguidas de 1
h de irradiacion (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?). A continuacion, las células se fotografiaron
utilizando un microscopio invertido Olympus CKX41 equipado con una camara Canon EOS
1200D. El detalle de las células HelLa tratadas con 200 nM de 21 se adquirié con un
microscopio confocal Olympus FV10i. Para la cuantificacion del tamano celular, las células
tratadas se cosecharon por tripsinizacion y se analizaron por citometria de flujo (BD
FACSverse).

Nivel intracelular de ATP. Las células HelLa se trataron con 21 y se irradiaron (Amax=
545 nm, 2,2 mW/cm?). Tras 1 h de recuperacién en medio libre de compuestos, las células
se cosecharon, se lavaron con PBS y se contaron. Se utilizd el ensayo de exclusién con
azul tripan para evaluar la integridad de la membrana celular. Los niveles de ATP

intracelular se determinaron utilizando el reactivo CellTiter-Glo® 3D.

Western blotting. Las células HelLa se trataron con 21 y se irradiaron (Amsx= 545
nm, 2,2 mW/cm?). A continuacion, se eliminé el complejo que contenia EBSS vy las células
se incubaron en medio libre de farmacos durante 48 h. Después, se rasparon, se lavaron
con PBS, se precipitaron por centrifugacién y se lisaron durante 40 min con tampén RIPA
frio suplementado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo, ortovanadato sédico e inhibidores de
proteasas, segun el protocolo del fabricante (Santa Cruz Biotechnology, INC.). Los
extractos resultantes se aclararon (15000g; 10 min), se combinaron con 2 x tampén LBS
(4 % de dodecil sulfato soédico; 10 % de 2-mercaptoetanol; 20 % de glicerol; 0,125 M Tris-

HCly 0,004 % de azul de bromofenol) y se calentaron durante 5 min a 95 °C. Las muestras
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se separaron mediante SDS-PAGE (4-15 %; Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels) y se
transfirieron a una membrana de PVDF, y la porimina y la GAPDH se detectaron utilizando
anticuerpos primarios especificos: Anti-Porimin (G2) (Santa Cruz Biotechnology, sc-
377295), anticuerpo Anti-GAPDH y anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de raton
(HRP). Tras anadir el sustrato (SignalFire™), se registro la luminiscencia con el Amersham

Imager 680.

Inmunotinciéon de porimina. Las células HelLa se trataron o no con el complejo 21
(ICs0) y se irradiaron (Amax= 545 nm, 2,2 mW/cm?). Tras 4 h de recuperacién en medio libre
de compuestos, se fijaron con paraformaldehido (4%) sobre vidrio microscopico y se
permeabilizaron (0,1 % TRITON X-100). Después, se incubaron durante la noche con el
anticuerpo primario Porimin G-2 (sc-377295, Santa Cruz). Posteriormente, se lavaron y se
anadio un anticuerpo secundario con un colorante fluorescente (ab150113, Abcam)
durante 1 h. Se lavé el exceso de colorante y los nucleos celulares se tifieron con DAPI.

Las muestras se analizaron en un microscopio confocal Leica TCS SP5.

Ensayo Anexina V-Yoduro de propidio

La integridad de la membrana y su exposicion a la fosfatidilserina en el lado
extracelular de la membrana se midieron mediante la doble tincion con Anexina V-Yoduro
de propidio. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 10°,
1,5-10° 0 2,5-10° células por placa, para evaluarlas después de 2 dias, 1 dia o de forma
inmediata, respectivamente. Tras una noche de incubacion, las células se trataron con 21
a distintas concentraciones (50, 200 y 600 nM), y se irradiaron con luz verde (Amax= 545
nm). A continuacion, se cultivaron en un medio libre de farmacos hasta el momento del
analisis. Todas las células se recogieron y se resuspendieron en una disolucién de tincion,
compuesta por: 1x tampén de union de Anexina V (BD Pharmingen), 1x Anexina V
conjugada con Pacific Blue y yoduro de propidio (10 pg/mL). Finalmente, las células se
dejaron incubar durante 15 minutos y se analizaron mediante citometria de flujo (BD
FACSverse).

Tincidn con TMRE

Las células HelLa se sembraron en una placa de 6 pocillos, a una densidad de 3-10°
células por pocillo, y se cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, las células se trataron
con 21 a distintas concentraciones (50, 200, 600 nM), seguidas de irradiacion (Amsx=545
nm). A continuacion, las células se cosecharon por tripsinizacion y se resuspendieron en
200 pL de disolucién de TMRE (10 nM) en medio de cultivo. Tras 30 min de tincion a 37
°C, se lavaron con PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. Como control positivo
se utilizé FCCP (10 uM).
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Determinacion intracelular de calcio

La determinacion del nivel de calcio intracelular se determind en células HelLa
utilizando la sonda Fluo-8 AM. Las células HelLa se sembraron en una placa de 6 pocillos
a una densidad de 3-10° células por pocillo. Tras una noche de incubacion, las células se
trataron con el compuesto 21 (50, 200, 600 nM) en PBS durante 1 h y se irradiaron con luz
verde (Amsx= 545 nm). A continuacioén, se tifieron con Fluo-8 AM (5 uM) disuelto en PBS
durante 30 min a 37 °C. Tras la tincion, las células se recogieron por tripsinizacion, el
precipitado se resuspendié en PBS y se analiz6 por citometria de flujo (BD FACSverse).

Ensayo de fuga de liposomas

Los liposomas, que contenian carboxifluoresceina (tincion fluorescente), se
prepararon utilizando el método de hidratacion de pelicula fina seguido de extrusion. Los
lipidos se disolvieron en cloroformo hasta una concentracién final de 25 mg/mL. A
continuacion, se mezclaron 2,925 mg de DSPC 18:0, 3,9 mg de DOPC 18:1, 1,225 mg de
colesterol y 1,95 mg de DSPE-PEG2000 para formar una mezcla con proporciones
molares de 30:40:25:5, respectivamente. La mezcla se incubd durante 5 min a 65 °C, se
transfirid a un matraz de 50 mL con 3 mL de cloroformo, y el disolvente organico se evaporé
a 65 °C bajo una atmodsfera de N.. La pelicula lipidica seca se hidraté con 0,5 mL de
carboxifluoresceina 100 mM disuelta en PBS. La solucidon se sonicé 3x3 s, se congelod en
nitrégeno liquido y se descongel6 a temperatura ambiente 5 veces. Se formaron liposomas
uniformes por extrusion a través de una membrana de 200 nm 10 veces vy, finalmente, se
dializaron en PBS utilizando una membrana de dialisis de 8 kDa durante una noche. A
continuacion, los liposomas se diluyeron en PBS hasta una concentracion final de 25
pMg/mL, y se incubaron con el compuesto 21 (50, 200, 600 nM) o un volumen equivalente
de DMSO durante 0 0 120 min en la oscuridad, o tras ser irradiados con luz verde (Amax=
545 nm, 2,2, mW/cm?). La fluorescencia se midid utilizando el espectrémetro de
fluorescencia Varian Cary Eclipse (Aex= 490 nm; Aem= 530 nm), y se normalizé a la

fluorescencia maxima tras la adicion de Triton X-100 al 10 % (1/100 de volumen).

Experimentos de calorimetria diferencial de barrido

Las células Hela se sembraron en una placa Petri de 100 mm, a una densidad de
4-108 células por pocillo, en medio de cultivo y se dejaron adherir durante la noche. A
continuacion, se trataron con 21 (50, 200 y 600 nM) y se irradiaron con luz verde (Amax=
545 nm, 2,2 mW/cm?). Posteriormente, se lavaron con PBS, se recogieron y se
resuspendieron en 1 mL de PBS filtrado. Se utilizd6 una fraccién de la muestra para
cuantificar las proteinas mediante el Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, 500-0002),

siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, la muestra se desgasificé y se
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cargo en el calorimetro diferencial de barrido Nano DSC (TA Instruments, EE.UU.). Todas
las muestras se escanearon de 25 a 115 °C con una velocidad de escaneo de 1 °C/min.
La curvatura intrinseca de la linea de base se corrigié restando un barrido en blanco de

PBS. Asimismo, la linea de base calculada se rest6 de los datos corregidos.
6.4. Capitulo5

Lineas celulares

Las células A375, HelLa, HCT116 y MRC5pd30 se cultivaron en DMEM (alto
contenido en glucosa, 4,5 g/L) suplementado con gentamicina (50 mg/mL) y un 10 % de
FBS inactivado por calor. Los medios para las células MRC5 se enriquecieron, ademas,
con un 1 % de aminoacidos no esenciales. Las disoluciones madre de los complejos de
iridio se prepararon en DMSO y se diluyeron en EBSS o DMEM, siendo la concentracion

final de DMSO en los experimentos bioldgicos no superior al 1 %.

Ensayo de fototoxicidad

La actividad fototoxica de los complejos 30-33 se determiné frente a células Hela,
A375 y HCT116. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad de
5-10% células por pocillo, en 100 yL de DMEM, y se cultivaron durante toda la noche en
una incubadora humidificada. A continuacién, se retir6 el medio, se afadieron los
compuestos sintetizados diluidos en EBSS y se incubaron durante 1 h en la oscuridad. Las
células de control se incubaron con EBSS sin complejos y con la misma concentracion de
DMSO gue en las células tratadas con los complejos de iridio. Posteriormente, las células
se irradiaron (Amax= 420 nm) o se dejaron en la oscuridad durante 1 h. Seguidamente, se
eliminé el medio EBSS con los complejos de iridio, y las células se cultivaron durante 72 h
en un medio DMEM libre de farmacos. El numero de células se determiné mediante un
ensayo MTT. Los valores ICso se obtuvieron a partir de curvas dosis-respuesta y el indice

de fototoxicidad (PI) se calculé como cociente de ICso (oscuridad)/ICso (irradiado).

Acumulacion intracelular

La acumulacién celular de 30-33 se determind en células Hela. Las células se
trataron con los complejos de iridio a concentraciones equimolares (3 uM) durante 2 h a

37 °C, y el nivel de iridio acumulado se midié mediante ICP-MS.

Determinacién intracelular de ROS

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad de 1-10* células
por pocillo, se trataron con los compuestos probados en EBSS a las concentraciones
equimolares indicadas y se irradiaron durante 1 h (Amax= 420 nm). A continuacion, se retird

el EBSS con el compuesto de iridio, se lavaron las células con PBS, se cosecharon por
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tripsinizacion, se afadio el reactivo CellROSDeep Red (5 uM) y estas células se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, se lavaron con PBS y se analizé la intensidad
de fluorescencia (Aex= 640 nm, Aem= 660 nm) mediante citometria de flujo (BD FACS Verse).

Los datos se analizaron con FCS Express 6.

Deteccion de la muerte celular

Las células HeLa se sembraron en una placa de 6 pocillos, a una densidad de
1,5-10° células por pocillo, se dejaron en reposo toda la noche, se trataron con las
concentraciones indicadas de complejos de iridio y, a continuacion, se irradiaron durante
1 h con luz azul (Amax= 420 nm). Posteriormente, se elimind el EBSS y las células se
incubaron durante 22 h mas en medio libre de farmacos. Después, las células se
recogieron por tripsinacion, se lavaron en PBS (4 °C) y se tifieron con yoduro de propidio
(1 pg/mL) y Anexina V PacificBlue (5 pL por 100 pyL de suspension celular) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después de la tincion, las células se
analizaron mediante citometria de flujo (BD FACSVerse) y los datos se analizaron
utilizando el software Express 6. El experimento se llevé a cabo por triplicado y se

realizaron, al menos, tres experimentos independientes.

Microscopia confocal

Las células HelLa se sembraron en placas de cultivo confocal con fondo de cristal
de 35 mm, a una densidad de 1,5-10° células por placa, y se incubaron durante toda la
noche. A continuacion, se trataron con los compuestos 30 y 32 (2,5 uM) en un medio libre
de rojo de fenol y se incubaron durante 5 h. Tras la incubacion, se lavaron con PBS y se
incubaron en un medio de cultivo libre de farmacos. Posteriormente, las muestras se
analizaron en un microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP5. Los complejos de

iridio se excitaron a 405 nm y la emisién se detecto en el rango de 450-750 nm.

Ensayo de actividad de la caspasa-3/7

La activacion de la caspasa-3 se detectd utilizando el kit de citdbmetro de flujo
CellEvent™ Caspase-3/7 Green (Thermo Fisher Scientific). Las células HelLa se
sembraron en una placa de 6 pocillos, a una densidad de 3-10° células por pocillo, se
trataron con los compuestos 30-33 y se irradiaron como se ha descrito previamente (1 h
de incubacioén en la oscuridad y 1 h de irradiacién a 420 nm). Tras 2 h de recuperacién en
medio libre de farmacos, las células se tifieron con el reactivo CellEvent Caspase 3/7,
segun el protocolo del fabricante, y la sefial de fluorescencia se analiz6 por citometria de

flujo.
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Experimentos de inmunotransferencia

Las células Hela se trataron con los compuestos 30-33, y se irradiaron como se
ha descrito anteriormente (1 h de tratamiento en la oscuridad y 1 h de irradiacién). Tras la
irradiacion, se eliminaron los complejos y las células se incubaron en medio libre de células
durante 2 h. A continuacién, se rasparon, se lavaron con PBS, se centrifugaron y se lisaron
durante 40 min con tampén RIPA frio, suplementado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
ortovanadato sddico y céctel de inhibidores de proteasas, segun el protocolo del fabricante
(Santa Cruz Biotechnology, INC.). Los extractos resultantes se aclararon, se combinaron
con 2 x tampdén LBS (dodecil sulfato sédico (SDS) al 4 %, 2-mercaptoetanol al 10 %,
glicerol al 20 %, Tris.HCI 0,125 M y azul de bromofenol al 0,004 %) y se calentaron durante
5 min a 95 °C. Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE (4-15 %) y se transfirieron
a una membrana de PVDF. La porimina y la GAPDH se detectaron utilizando anticuerpos
primarios especificos: Anti-Porimin (G2) (Santa Cruz Biotechnology, sc-377295),
anticuerpo Anti-GAPDH (Sigma Aldrich, G8795; 1 200) y anticuerpos secundarios:
anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (HRP) (Abcam, ab205718; 1:1000) y anticuerpo de
cabra anti-lgG de ratén (HRP) (ThermoFisher Scientific, 32430). Tras ahadir el sustrato
SignalFire™ ECL Reagent A+B, se registré la luminiscencia con el Amersham™ Imager

680. La evaluacion cuantitativa se realizé con el software de imagen Aida.

Ensayo de integridad de la membrana

Las células Hela se sembraron en una placa de 6 pocillos, a una densidad de 2-10°
células por pocillo, se trataron con los compuestos del Capitulo 5 (30-33) y se irradiaron
como se ha descrito anteriormente (1 h de preincubaciéon en la oscuridad y 1 h de
irradiacion a 420 nm). Tras 2 h de recuperacién en medio libre de células, se extrajo el
medio (10 uL) y se transfirid a una placa negra de 96 pocillos. Para determinar la actividad
de LDH en el medio, se utilizé el ensayo de integridad de membrana homogéneo CytoTox-

ONE™ (Promega), segun el protocolo del fabricante.

Localizacién intracelular

Las células HelLa se sembraron en placas de Petri de 35 mm (Mattek) a una
densidad de 1,5-10° células por placa, y se incubaron durante la noche. A continuacion,
las células se trataron con 2 uM de los compuestos de iridio y se incubaron durante 3 h.
Después, las muestras se tifieron con MitoTracker Red FM o LysoTracker Green DND-26
(Thermo Fisher Scientific). Las muestras tefiidas con MitoTracker se fijaron con
paraformaldehido al 3,7 % antes del escaneado, mientras que las tefiidas con LysoTracker
se escanearon bajo incubacion continua a 37 °C y un 5 % de CO.. Los estudios de

colocalizacion se analizaron en el microscopio confocal Leica CM SP5, y el procesamiento
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posterior de las imagenes y los calculos de los coeficientes de colocalizacion de Pearson

se realizaron con el software ImageJ.

o Detalles de la exploracion para la colocalizacion mitocondrial. Los compuestos
analizados se excitaron con un laser azul de 405 nm (1 mW), mientras que la sonda
MitoTracker Red FM se excitdé mediante supercontinuum WLL a 600 nm (0,2 mW).
Las muestras se excitaron secuencialmente en el modo de conmutacion de
fotogramas para eliminar un posible solapamiento de la fluorescencia. Las
ventanas de deteccién fueron de 600-650 nm para los compuestos de iridio
analizados y de 650-700 nm para la sonda MitoTracker Red FM.

o Detalles de la exploracién para la colocalizacion lisosomal. La irradiacion inicial con
laser de luz azul de 405 nm fue de 5 s a una potencia de 3 mW. A continuacién, los
compuestos analizados se excitaron con un laser azul de 405 nm (1 mW), o la
sonda LysoTracker Green DND-26, que se excitd mediante supercontinuum WLL
a 488 nm (0,2 mW). Las muestras se excitaron secuencialmente en el modo de
conmutacién de fotogramas para eliminar posibles solapamientos de fluorescencia.
Las ventanas de deteccion fueron de 600-650 nm para los compuestos de iridio
analizados y de 500-550 nm para la sonda LysoTracker. Las imagenes se
adquirieron cada 5 min y las imagenes para el tiempo 0 min se obtuvieron
inmediatamente después de la primera irradiacion. Se utilizaron controles no
tratados para comprobar la no superposicion del barrido confocal de fluorescencia
y el impacto de la irradiacion de luz azul de 405 nm en la morfologia lisosomal,

celular y subcelular.

Irradiacion de esferoides y analisis con microscopia confocal

Las células HeLa se sembraron en placas de forma de U de 96 pocillos de fijacién
ultrabaja (Corning), a una densidad de 5000 células por pocillo, en el medio de formacion
3D: medio DMEM/F-12 suplementado con factores de crecimiento y de formacion de
esferoides: 2 % B27, factor de crecimiento epidérmico (EFG, 20 ng/mL), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF2, 10 ng/mL) y albumina sérica bovina (BSA, 0,15 %).
Tras 72 h de incubacion, los esferoides preformados se transfirieron como esferas
individuales a Matrigel incrustado (30 min de incrustacién) y se mantuvieron durante 24 h
en un medio de cultivo de formacion 3D. A continuacion, los esferoides se trataron con los
compuestos de iridio a una concentracién de 2 yM durante 5 h, y se lavaron y transfirieron
a placas de Petri confocales de 35 mm (Mattek) y se irradiaron con luz laser de 405 nm
durante 5 min a una potencia final de 1 mW. Los esferoides se cultivaron durante otras 24
h y, tras este periodo, se procesaron para su posterior tincion con Hoechst 33258 (20

pg/mL), calceina AM (2 uM) y PI (8 pg/mL) durante 2 h. Las muestras se visualizaron en
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un microscopio confocal Leica CM SP5 en 10 barridos z-stack. Las imagenes se

procesaron mediante el software ImageJ.

Para la deteccidn de la localizacion en cultivo 3D de células Hela, se llevo a cabo
el procedimiento anteriormente descrito. En este caso, los esferoides se trataron con los
compuestos probados a una concentracion de 2 uM durante 5 h y, seguidamente, se
lavaron y transfirieron a placas de Petri confocales de 35 mm (Mattek). EI compuesto 30
se excitd con un laser azul de 405 nm (1 mW) y la ventana de deteccién se ajustd de 500
a 550 nm. Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Leica CM SP5 y las

imagenes se procesaron utilizando el software ImageJ.
6.5. Capitulo 6

Lineas celulares

Las células A375 y Hela se mantuvieron en medio de cultivo completo: DMEM
suplementado con un 10 % de FBS, L-glutamina, 1 % penicilinay 1 % de aminoacidos no
esenciales. Todas las células se cultivaron como monocapas adherentes en una
incubadora humidificada a 37 °C, bajo una atmodsfera con un 5 % de CO., y se

subcultivaron dos veces por semana con una densidad de siembra adecuada.

Ensayo de fototoxicidad

La actividad fototoxica de los complejos 39-48 se determiné frente a células HelLa
y A375. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad de 5-10° células
por pocillo, en 100 yL de medio de cultivo, y se cultivaron durante toda la noche en una
incubadora humidificada. A continuacion, se retir6 el medio y se afiadieron los compuestos
sintetizados diluidos en DMEM (Rango de 100 uM a 0,05 pM) y se incubaron durante 1 h
en la oscuridad. Posteriormente, se retir6 el medio con los compuestos y las células se
irradiaron con luz verde (Amax= 520 nm, 1,3 mW/cm?), luz roja (Amax= 620 nm, 15 mW/cm?)
0 se dejaron en la oscuridad durante 1 h en medio libre de compuestos. Todas las placas
de cultivo celular sometidas a la irradiacion incluyeron controles no tratados para verificar
qgue la viabilidad celular no se veia afectada por la luz. Seguidamente, las células se
recuperaron durante 24 h en un medio DMEM libre de farmacos. Transcurrido este tiempo,
se elimino el medio y se agregaron 50 pL de una disolucién MTT diluida y se incubaron a
37°Cy al 5% de CO, durante 2 h. Finalmente, se elimind el medio y se afiadi6 DMSO. La
viabilidad celular se evalu6 midiendo la absorbancia a 570 nm, utilizando el lector de
microplacas (Omega). Se realizaron Se realizaron tres experimentos independientes, cada

uno de ellos por triplicado
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Acumulacién intracelular

La acumulacion celular de 39-48 se determind en células A375. Las células A375

se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 4-10° células/pocillo y se

incubaron durante la noche. Después, se trataron con los compuestos 39-48 durante 1 h

a una concentracion de 10 uM vy, tras el tratamiento, se recogieron, y se contaron. Los

pellets celulares se lisaron con el sistema de digestion con acido (HNO; Suprapur® al 30

%) y el contenido metalico se midi6 mediante ICP-MS (Agilent 7900).

7. Bibliografia

(1)

(2)

3)

(4)

®)

(6)

(7)

(8)

(9)

250

Ballester, F. J.; Ortega-Forte, E.; Bautista, D.; Santana, M. D.; Barone, G.; Ruiz, J.
Newly Synthesized Benzothiazolyl-1,2,3-Triazole Derivatives: Intramolecular
Charge Transfer Tuning, Solvatofluorochromism and Antiproliferative Properties.
Dyes and Pigm. 2023, 209, 110905. https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2022.110905.

Boechat, N.; Ferreira, V. F.; Ferreira, S. B.; Ferreira, M. de L. G.; da Silva, F. de C.;
Bastos, M. M.; Costa, M. dos S.; Lourenco, M. C. S.; Pinto, A. C.; Krettli, A. U;
Aguiar, A. C.; Teixeira, B. M.; da Silva, N. V.; Martins, P. R. C.; Bezerra, F. A. F. M,;
Camilo, A. L. S.; da Silva, G. P.; Costa, C. C. P. Novel 1,2,3-Triazole Derivatives for
Use against Mycobacterium Tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) Strain. J. Med.
Chem. 2011, 54 (17), 5988-5999. https://doi.org/10.1021/jm2003624.

Spasyuk, D.; Vicent, C.; Gusev, D. G. Chemoselective Hydrogenation of Carbonyl
Compounds and Acceptorless Dehydrogenative Coupling of Alcohols. J. Am. Chem.
Soc. 2015, 137 (11), 3743-3746. https://doi.org/10.1021/ja512389y.

Yellol, J.; Pérez, S. A.; Buceta, A.; Yellol, G.; Donaire, A.; Szumlas, P.; Bednarski, P.
J.; Makhloufi, G.; Janiak, C.; Espinosa, A.; Ruiz, J. Novel C,N-Cyclometalated
Benzimidazole Ruthenium(ll) and Iridium(lll) Complexes as Antitumor and
Antiangiogenic Agents: A Structure—Activity Relationship Study. J. Med. Chem.
2015, 58 (18), 7310-7327. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.5b01194.

Betti, M.; Genesio, E.; Marconi, G.; Sanna Coccone, S.; Wiedenau, P. A Scalable
Route to the SMO Receptor Antagonist SEN826: Benzimidazole Synthesis via
Enhanced in Situ Formation of the Bisulfite—Aldehyde Complex. Org. Process Res.
Dev. 2014, 18 (6), 699—-708. https://doi.org/10.1021/0p4002092.

Sharma, A. K.; Gowdahalli, K.; Krzeminski, J.; Amin, S. Microwave-Assisted Suzuki
Cross-Coupling Reaction, a Key Step in the Synthesis of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons and Their Metabolites. J. Org. Chem. 2007, 72 (23), 8987—8989.
https://doi.org/10.1021/jo701665.

Ballester, F. J.; Ortega, E.; Bautista, D.; Santana, M. D.; Ruiz, J. Ru(ll)
Photosensitizers Competent for Hypoxic Cancers via Green Light Activation. Chem.
Commun. 2020, 56 (71), 10301-10304. https://doi.org/10.1039/DOCC02417A.

Vigueras, G.; Markova, L.; Novohradsky, V.; Marco, A.; Cutillas, N.; Kostrhunova,
H.; Kasparkova, J.; Ruiz, J.; Brabec, V. A Photoactivated Ir( 1l ) Complex Targets
Cancer Stem Cells and Induces Secretion of Damage-Associated Molecular
Patterns in Melanoma Cells Characteristic of Immunogenic Cell Death. Inorg.
Chem. Front. 2021, 8 (21), 4696—4711. https://doi.org/10.1039/D1QI00856K.

Novohradsky, V.; Vigueras, G.; Pracharova, J.; Cutillas, N.; Janiak, C.; Kostrhunova,
H.; Brabec, V.; Ruiz, J.; Kasparkova, J. Molecular Superoxide Radical



(11)

(17)

(18)

(19)

(20)

(22)

Seccion experimental

Photogeneration in Cancer Cells by Dipyridophenazine Iridium( 11 ) Complexes.
Inorg. Chem. Front. 2019, 6 (9), 2500-2513. https://doi.org/10.1039/C9QI00811J.

Wang, C.; Lystrom, L.; Yin, H.; Hetu, M.; Kilina, S.; McFarland, S. A.; Sun, W.
Increasing the Triplet Lifetime and Extending the Ground-State Absorption of
Biscyclometalated Ir(lll) Complexes for Reverse Saturable Absorption and
Photodynamic Therapy Applications. Dalton Trans. 2016, 45 (41), 16366—16378.
https://doi.org/10.1039/C6DT02416E.

Fulmer, G. R.; Miller, A. J. M.; Sherden, N. H.; Gottlieb, H. E.; Nudelman, A.; Stoltz,
B. M.; Bercaw, J. E.; Goldberg, K. I. NMR Chemical Shifts of Trace Impurities:
Common Laboratory Solvents, Organics, and Gases in Deuterated Solvents
Relevant to the Organometallic Chemist. Organometallics 2010, 29 (9), 2176-2179.
https://doi.org/10.1021/om100106e.

Bruker (2001). Program Name. Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA.

Sheldrick, G. M. Crystal Structure Refinement with SHELXL. Acta Crystallogr C
Struct Chem 2015, 71 (1), 3-8. https://doi.org/10.1107/S2053229614024218.

Spek, A. L. PLATON SQUEEZE: A Tool for the Calculation of the Disordered Solvent
Contribution to the Calculated Structure Factors. Acta Crystallogr C Struct Chem
2015, 71 (1), 9-18. https://doi.org/10.1107/S2053229614024929.

Samari, F.; Hemmateenejad, B.; Shamsipur, M.; Rashidi, M.; Samouei, H. Affinity of
Two Novel Five-Coordinated Anticancer Pt(Il) Complexes to Human and Bovine
Serum Albumins: A Spectroscopic Approach. Inorg. Chem. 2012, 51 (6), 3454—
3464. https://doi.org/10.1021/ic202141g.

Ibrahim, N.; Ibrahim, H.; Kim, S.; Nallet, J.-P.; Nepveu, F. Interactions between
Antimalarial Indolone-N-Oxide Derivatives and Human Serum Albumin.
Biomacromolecules 2010, 11 (12), 3341-3351. https://doi.org/10.1021/bm100814n.

Shang, L.; Wang, Y.; Jiang, J.; Dong, S. pH-Dependent Protein Conformational
Changes in Albumin:Gold Nanoparticle Bioconjugates: A Spectroscopic Study.
Langmuir 2007, 23 (5), 2714-2721. https://doi.org/10.1021/Ia062064e.

He, L.; Wang, X.; Liu, B.; Wang, J.; Sun, Y. Binding of Dioxopromethazine
Hydrochloride with Human Serum Albumin and Its Effect on the Conformation of the
Protein. J. Solution Chem. 2012, 41 (10), 1853-1865.
https://doi.org/10.1007/s10953-012-9905-5.

Deepa, S.; Mishra, A. K. Fluorescence Spectroscopic Study of Serum Albumin—
Bromadiolone Interaction: Fluorimetric Determination of Bromadiolone. J. Pharm.
Biomed. Anal. 2005, 38 (3), 556-563. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2005.01.023.

Zhang, H.; Huang, X.; Zhang, M. Spectral Diagnostics of the Interaction between
Pyridoxine Hydrochloride and Bovine Serum Albumin in Vitro. Mol. Biol. Rep. 2008,
35 (4), 699-705. https://doi.org/10.1007/s11033-007-9143-x.

Devagi, G.; Dallemer, F.; Kalaivani, P.; Prabhakaran, R. Organometallic
Ruthenium(ll) Complexes Containing NS Donor Schiff Bases: Synthesis, Structure,
Electrochemistry, DNA/BSA Binding, DNA Cleavage, Radical Scavenging and
Antibacterial  Activities. J.  Organomet. =~ Chem. 2018, 854, 1-14.
https://doi.org/10.1016/j.jorganchem.2017.10.036.

Ruiz, J.; Vicente, C.; de Haro, C.; Bautista, D. Novel Bis-C,N-Cyclometalated
Iridium(lll) Thiosemicarbazide Antitumor Complexes: Interactions with Human
Serum Albumin and DNA, and Inhibition of Cathepsin B. Inorg. Chem. 2013, 52 (2),
974-982. https://doi.org/10.1021/ic302219v.

251



Seccion experimental

(23) Huang, H.; Banerjee, S.; Qiu, K.; Zhang, P.; Blacque, O.; Malcomson, T.; Paterson,
M. J.; Clarkson, G. J.; Staniforth, M.; Stavros, V. G.; Gasser, G.; Chao, H.; Sadler,
P. J. Targeted Photoredox Catalysis in Cancer Cells. Nat. Chem. 2019, 11 (11),
1041-1048. https://doi.org/10.1038/s41557-019-0328-4.

(24) Karges, J.; Heinemann, F.; Jakubaszek, M.; Maschietto, F.; Subecz, C.; Dotou, M.;
Vinck, R.; Blacque, O.; Tharaud, M.; Goud, B.; Vifiuelas Zahinos, E.; Spingler, B.;
Ciofini, I.; Gasser, G. Rationally Designed Long-Wavelength Absorbing Ru(ll)
Polypyridyl Complexes as Photosensitizers for Photodynamic Therapy. J. Am.
Chem. Soc. 2020, 142 (14), 6578—6587. https://doi.org/10.1021/jacs.9b13620.

252



ANEXOS







Anexo |

iNDICE
1. Espectros de RMN ..o e e e et e e e e e aaanees A3
1.1, COMPUESTIO B .o A3
I 0o 1 ] 018 = 1] (o T AU A5
1.3, COmMPUESTIO 8. ..o e A7
T4, COomMPUESIO 9. . e A10
1.5, CompUESIO 0. ..o A13
2. Espectrometria de Masas .........cooviieiiiiiii i A16
3. Cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC-MS)............ccccciiiiiiiiiiiiiiinninne A21
4. Determinacion de la estructura cristalina por rayos X............ccccccuvuemimiiiiimniiinnnnnns A22
5. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad ..................euviiiiiiiiiiiiiiiiiiie A24
6. Interaccion con la SeroalbUmiNg............uuuuuviiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e A30

7.  Propiedades DIOIOGICAS .........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieisiiieiieeeeeaeeseeeseesseeseeneseeeseenneenenneeee A33






1. Espectros de RMN

1.1. Compuesto 6
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Figura A1.2. Espectro de '3C-RMN del compuesto 6 en CD3CN.
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Figura A1.3. Espectro de DEPT-135 del compuesto 6 en CD3CN.
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Figura A1.4. Espectro de ['H-'"H]-COSY del compuesto 6 en CD3CN.
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Figura A1.5. Espectro de ['H-'3C]-HMQC del compuesto 6 en CD3CN.
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Figura A1.6. Espectro de "H-RMN del compuesto 7 en CD3CN.
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Figura A1.8. Espectro de DEPT-135 del compuesto 7 en CD3CN.
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Figura A1.9. Espectro de ['H-'3C]-HMQC del compuesto 7 en CD3CN.

1.3. Compuesto 8
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Figura A1.10. Espectro de "H-RMN del compuesto 8 en CD3sCN.
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Figura A1.12. Espectro de DEPT-135 del compuesto 8 en CD3CN.
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Figura A1.13. Espectro de ['H-'H]-COSY del compuesto 8 en CD3CN.
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Figura A1.14. Espectro de ['H-"H]-NOESY del compuesto 8 en CD3CN.
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Figura A1.15. Espectro de ['H-"3C]-HMQC del compuesto 8 en CD3CN.
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Figura A1.20. Espectro de ['H-"3H]-HMQC del compuesto 9 en CD3CN.
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Compuesto 10
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Figura A1.24. Espectro de ['H-'"H]-COSY del compuesto 10 en CD3CN.
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2. Espectrometria de masas

x10 3 |+ESI Scan (0.610-3.007 min, 205 scans) Frag=200.0V AHG-22.d
65 653.1172

594.0301

ol U I . i I

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 6575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850

Counts vs. Mass-to-Charge (m/ 2)

%10 3 |+ESI Scan (0.610-3.007 min, 205 scans) Frag=200.0V AHG-22.d

6.5 653.1172

4.5 651.1153

650.1148

655.1157
2 652.1157 654.1198

648.1128

656.1185

647.1116 543-‘1122 657.1170
|

T T T T T T T T ¥ T
647 648 645 650 651 652 653 654 655 656 657 658
Counts vs. Mass+o-Charge (mz)

Figura A1.27. Espectro ESI-MS en modo de ionizacion positivo del compuesto 6.
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Figura A1.28. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 7.
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Figura A1.29. Espectro ESI-MS en modo de ionizacidn positivo del compuesto 8.
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Figura A1.30. Espectro ESI-MS en modo de ionizacidn positivo del compuesto 9.
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Figura A1.31. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 10.
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3. Cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC-MS)
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Figura A1.32. Cromatogramas de los compuestos 6-10 disueltos en CH3CN con deteccion UV a 320
nm.
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Figura A1.33. Espectro de masas de los picos a 10-12 min de los cromatogramas de la Figura A1.32.
4. Determinacién de la estructura cristalina por rayos X
El numero de referencia CCDC para el compuesto 17 es 2226215.

Tabla A2.1. Datos cristalograficos del compuesto 17.

Formula empirica CagHa4F3N7050sS
Peso molecular 1078,16
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

Dimensiones celdilla unidad

a = 13,5749(5) A

o =84,3400(10)°

b = 14,0139(5) A

B =72,0520(10)°

c = 16,0407(6) A

y = 62,2910(10)°
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Volumen 2566,51(16) A3
z 2
Densidad (calculada) 1,395 Mg/m?3
Coeficiente de absorcion 2,584 mm"’
F(000) 1080
Tamario del cristal 0,120 x 0,080 x 0,020 mm?
Rango theta para la recogida de datos 1,877 a 27,103°
Rangos de indices -17<=h<=17, -17<=k<=17, -20<=|<=20
Reflexiones recogidas 103395
Reflexiones independientes 11300 [R(int) = 0,0301]
Integridad de Theta = 25,242° 99,9 %
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa F?
Datos / restricciones / parametros 11300/ 0/ 590
Buen ajuste de F? 1,119
Indices R finales [I>2sigma(l)] R1 =0,0205, wR2 = 0,0521
indices R (todos los datos) R1 =0,0231, wR2 = 0,0540
Mayor diferencia pico-hueco 1,294 y -0,798 eAs

Tabla A1.1. Datos cristalograficos del compuesto 10.

Formula empirica C27H29CIFsNsOsPS
Peso molecular 826,23
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Ortorrombico
Grupo espacial Pcen
a=25,037(2) A a =90°
Dimensiones celdilla unidad b =10,6927(11)A B =90°
c=21,7489(18) A y=90°
Volumen 5822,4(9) A®
z 8
Densidad (calculada) 1,885 Mg/m?3
Coeficiente de absorcion 4,666 mm"’
F(000) 3232
Tamaino del cristal 0,240 x 0,200 x 0,120 mm?
Rango theta para la recogida de datos 1,873 a 30,523°
Rangos de indices -35<=h<=35, -15<=k<=15, -30<=|<=31
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Reflexiones recogidas 139131
Reflexiones independientes 8896 [R(int) = 0,0871]
Integridad de Theta = 26,000° 100,0 %
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa F?
Datos / restricciones / parametros 8896 /0/384
Buen ajuste de F? 1,043
Indices R finales [I>2sigma(l)] C

Indices R (todos los datos)

R1=0,0392, wR2 = 0,0528

Mayor diferencia pico-hueco

0,767 and -0,837 eA3

5. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad
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Figura A1.34. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 6-9 (50 uM) en DMSO a t=0y tras

48 h de incubacion a t.a.
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t=48 h
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Figura A1.35. Espectros de 'H-RMN del compuesto 6 (1 mM) en DMSO-ds a t= 0 y tras 24 h de
incubacion a t.a.
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Figura A1.36. Espectros de 'H-RMN del compuesto 7 (1 mM) en DMSO-ds a t= 0 y tras 24 h de
incubacion a t.a.

Figura A1.37. Espectros de 'H-RMN del compuesto 8 (1 mM) en DMSO-ds a t= 0 y tras 24 h de
incubacion a t.a.
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t=48 h
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Figura A1.38. Espectros de 'H-RMN del compuesto 9 (1 mM) en DMSO-ds a t= 0 y tras 24 h de

incubacion a t.a.
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Figura A1.39. Espectros de "H-RMN del compuesto 6 (1 mM) en D20/DMSO-ds (1:2 viv) a t= 0 y tras
24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.40. Espectros de "H-RMN del compuesto 7 (1 mM) en D20O/DMSO-dg (1:2 viv) a t= 0 y tras
24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.41. Espectros de "H-RMN del compuesto 9 (1 mM) en D20/DMSO-ds (1:2 viv) a t= 0 y tras
24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.42. Espectros de "H-RMN del compuesto 10 (1 mM) en D2O/DMSO-ds (1:2 viv) at= 0y tras
24 h de incubacién a t.a.
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Figura A1.43. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 6 (10 uM) disuelto en agua (5 % DMSO) a

t= 0y tras 24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.44. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 7 (10 uM) disuelto en agua (5 % DMSO) a

t= 0y tras 24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.45. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 8 (10 uM) disuelto en agua (5 % DMSO) a
t= 0y tras 24 h de incubacion a t.a.
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Figura A1.46. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 9 (10 uM) disuelto en agua (5 % DMSO) a
t= 0y tras 24 h de incubacion a t.a.
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6. Interaccion con la seroalbumina
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Figura A1.47. Curvas de Stern-Volmer de la extincion de la fluorescencia de la HSA en presencia de
los compuestos 6-10.
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Figura A1.48. Espectro de emision de HSA-WF en presencia de cantidades crecientes de los
compuestos 6-10. Aex= 320 nm. [HSA-WF]= 1,0:1,0 uM. [Complejos]: 0-15 uM. El incremento de
concentracion se produce de arriba abajo.
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Figura A1.49. Espectro de emision de HSA-IBU en presencia de cantidades crecientes de los

compuestos 6-10. Aex= 340 nm. [HSA-IBU]= 1,0:1,0 uyM. [Complejos]: 0-15 uM. El incremento de
concentracién se produce de arriba abajo.
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Figura A1.50. Gréficos de la ecuacién de Stern-Volmer de la extincién de la fluorescencia de los
complejos [HSA-WF] y [HSA-IBU] en presencia de los compuestos 6-10. Aex= 320 nm, [HSA-WF]=
1,0:1,0 uM; Aex= 340 nm, [HSA-IBU]= 1,0:1,0 uM. [Complejos 6-10]: 0-25 M.
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7. Propiedades biolégicas

10 Rastreador Fusion Campo claro

Figura A1.51. Colocalizacion del compuesto 10 en células de rabdomiosarcoma con liposomas y
reticulo endoplasmico. Las células fueron tefidas previamente con Lyso-Tracker o ER-Tracker y luego
expuestas al compuesto 10 (12,9 uyM) durante 1 h. Compuesto 10 (Azul) - la sefial de 10; Tracker - la
sefal de Lyso-Tracker (B, C) o ER-Tracker (D, E); Merge - la sefial fusionada de 10 y el tracker
especifico; Brightfield - canal de campo claro. (A) - Células expuestas solo al compuesto 10; (B) - células
expuestas solo a Lyso-Tracker; (C) - células expuestas al compuesto 10 y Lyso-Tracker; (D) - células
expuestas solo a ER-Tracker; (E) - células expuestas al compuesto 10 y ER-Tracker.
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1. Espectros de RMN

1.1. Compuesto 12
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Figura A2.2. Espectro de "H-RMN del compuesto 12 en CDCls.
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1.2. Compuesto 13
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Figura A2.4. Espectro de '3C-RMN del compuesto 13 en CDCls.
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1.3. Compuesto 14
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Figura A2.6. Espectro de '3C-RMN del compuesto 14 en CDCls.
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14. Compuesto 15
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Figura A2.7. Espectro de "H-RMN del compuesto 15 en CD3CN
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Figura A2.8. Espectro de '3C-RMN del compuesto 15 en CD3CN.
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1.5.

Compuesto 16

Anexo Il
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Figura A2.10. Espectro de "*C-RMN del compuesto 16 en CD3CN.
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1.6. Compuesto 17
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Figura A2.12. Espectro de DEPT-135 del compuesto 17 en CDsCN.
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1.7. Compuesto 18

& 2 1 ppm

) o o I
" o o e
-~ o e o <
> % o~ - ©w m o~
¥ ~ L oh 9 =2 &5 5 9 =7
A& ~ gl B N v o o S 5
et et i it Rt S s s fa p b o noow W N
NSNS L [ I B |
T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 14¢ 130 120 110 109 80 70 50 50 10 30 20 10 ppm

Figura A2.14. Espectro de DEPT-135 del compuesto 18 en CDsCN.
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Compuesto 19
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Figura A2.15. Espectro de '"H-RMN del compuesto 19 en DMSO-db.
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Figura A2.16. Espectro de DEPT-135 del compuesto 19 en DMSO-de.

Ad4



Anexo Il

Compuesto 20
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Figura A2.17. Espectro de '"H-RMN del compuesto 20 en CD3CN.

2. Espectrometria de masas (HR-MS)
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<10 6 | 27 H29 N3 02: +ESI Scan (rt: 0.563-0.824 min, 64 scans) Frag-350.0V CID@5.0 AHG-17.d
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Figura A2.18. Espectro ESI-MS en modo de ionizacion positivo del compuesto 13.
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Figura A2.19. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 14.
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Figura A2.20. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 15.
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x10 5 |+ESI Scan (0.081-1.079 min, 241 scans) Frag=360.0V CID@5.0 AHG-118.d
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Figura A2.21. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 16
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Figura A2.22. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 17.

A49



Anexo Il

x10%

7.5+

4 118.0867

x10 5

7.5+

+ESI Scan (0.239-0.368 min, 32 scans) Frag=360.0V CID@5.0 AHG-91.d

1082.3292

541.1654

413.2663
233 0820 §22.0102

dhiun

T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

U u f
1200 1300 1400

y
1500

U
1600

y
1700

Counts vs. Mass+to-Charge (n/z)
+ESI Scan (0.239-0.368 min, 32 scans) Frag=360.0v CID@5.0 AHG-91.d
1082.3292
1080.3266
1083.3318
1079.3258
1081.3296
1078.3244
1084.3359
1077.3240
1076.3217 1085.3382
|
t t t 1 T T T T ¥ 7 T t f f
1075 1076 1077 1078 1079 1080 1081 1082 1083 1084 1085 1086 1087 1088

Counts vs. Mass+to-Charge (m/ 2)

Figura A2.23. Espectro ESI-MS en modo de ionizacion positivo del compuesto 18.
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Figura A2.25. Espectro ESI-MS en modo de ionizacion positivo del compuesto 20.
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3. Determinacion de la estructura cristalina por rayos X
El nimero de referencia CCDC para el compuesto 17 es 2226215.

Tabla A2.1. Datos cristalograficos del compuesto 17.

Formula empirica CasHa4F3N7050sS
Peso molecular 1078,16
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1
a=13,5749(5) A a =84,3400(10)°
Dimensiones celdilla unidad b =14,0139(5) A B =72,0520(10)°
c = 16,0407(6) A y =62,2910(10)°
Volumen 2566,51(16) A
z 2
Densidad (calculada) 1,395 Mg/m?3
Coeficiente de absorcion 2,584 mm"’
F(000) 1080
Tamano del cristal 0,120 x 0,080 x 0,020 mm?3
Rango theta para la recogida de datos 1,877 a27,103°
Rangos de indices -17<=h<=17, -17<=k<=17, -20<=1<=20
Reflexiones recogidas 103395
Reflexiones independientes 11300 [R(int) = 0,0301]
Integridad de Theta = 25,242° 99,9 %
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa F?
Datos / restricciones / parametros 11300/0/590
Buen ajuste de F?2 1,119
indices R finales [I>2sigma(l)] R1 =0,0205, wR2 = 0,0521
indices R (todos los datos) R1 =0,0231, wR2 = 0,0540
Mayor diferencia pico-hueco 1,294 y -0,798 eA
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4. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad
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Figura A2.26. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 15-20 (10 uM) en DMSO at=0y
tras 48 h de incubacion a t.a.
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Figura A2.27. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 15-20 (10 uM) en DMEM (5 %
DMSO) suplementado con 10% de FBS a t=0 y tras 48 h de incubacion a 37 °C.
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Figura A2.28. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 15-20 (10 uM) en DMSO at=0y
tras 2 h de irradiacion con luz verde (520, 2,0 mW/cm?).

5. Interaccion con la seroalbumina
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Figura A2.29. Espectro de emision de la HSA (2,5 uM) en presencia de cantidades crecientes de los
complejos 17-20 (0-25 yM). El aumento de la concentracién se produce de arriba abajo.
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6. Propiedades biolégicas
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Figura A2.30. Porcentaje de células MDA-MB-231 vivas (negras) y muertas (blancas) de la poblacion
celular total evaluada mediante la tincién con azul tripan.
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Figura A2.31. Curvas sigmoidales de supervivencia celular determinadas mediante el reactivo CellTiter-
Glo 3D. Se trataron esferoides de cuatro dias de edad con los compuestos investigados 17, 20 o
cisplatino durante 72 h. A continuacion, los esferoides tratados se transfirieron a una placa de cultivo
negra y se afiadio el reactivo CellTiter-Glo 3D. Tras 30 min de incubacion se midi6 la sefial de
luminiscencia con el lector Tecan SPARK. La viabilidad celular se normalizé frente al control tratado con
vehiculo.
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Figura A2.32. gRT-PCR de los marcadores de estrés de RE en células MDA MB-231 tratadas con los
complejos de Os(Il) investigados. Las células se trataron durante 4, 14 o 24 h a la concentracién
correspondiente a 3xIC50,72h. La cuantificacion relativa de la expresion génica se calculé6 mediante el
método 2-AACt. El gen GAPDH se utilizé como control de referencia endoégeno, y las muestras aisladas
de las células no tratadas se utilizaron como calibradores arbitrarios. Los datos se sometieron a un
analisis estadistico mediante la prueba t de Student, y las estrellas indican una diferencia significativa
(p=0,01) con respecto a las muestras de control no tratadas (linea discontinua).
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Figura A2.33. Evaluacion cuantitativa de los datos de Western blotting: expresién relativa de los
marcadores de estrés de RE normalizada con respecto a GAPDH. Paneles superiores: Las células
MDA-MB-231 se trataron con el complejo 17 durante el tiempo indicado y a las concentraciones
indicadas. Paneles inferiores: Las células MDA-MB-231 se trataron con 17 y 20 a sus concentraciones
equitdxicas correspondientes a 3xICso72n durante el tiempo indicado. Los niveles de proteina se
expresan en relacion con las células de control no tratadas (linea discontinua).
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1. Espectros de RMN

1.1. Compuesto 21
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Figura A3.1. Espectro de "H-RMN del compuesto 21 en DMSO-ds.

Figura A3.2. Espectro de '"F-RMN del compuesto 21 en DMSO-db.
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Figura A3.4. Espectro de DEPT-135 del compuesto 21 en DMSO-db.
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Figura A3.5. Espectro de ['H-'"H]-COSY del compuesto 21 en DMSO-de.
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Figura A3.6. Espectro de ['H-'"H]-NOESY del compuesto 21 en DMSO-db.
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Figura A3.7. Espectro de ['H-'3C]-HSQC del compuesto 21 en DMSO-ds.
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Figura A3.8. Espectro de ['H-'3C]-HMBC del compuesto 21 en DMSO-ds.
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1.2. Compuesto 22
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Figura A3.10. Espectro de C-RMN del compuesto 22 en DMSO-de.
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Figura A3.12. Espectro de '*F-RMN del compuesto 22 en DMSO-d.
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Figura A3.13. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 22 en DMSO-de.

@ -

6.4
o L]
6.6
6.8
7.2
@ ©
7.4 o @ o
0
7.6
@ Y
7.8 &
(=]
8.0
8.2 Ie) w v
8.1 <
8.5 @&
&F o
8.8 o @ @

T T T T T T
§.8 8.6 8.4 8.2 8.C 7.8

Figura A3.14. Espectro de ['H-"H]-NOESY del compuesto 22 en DMSO-d.
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Figura A3.15. Espectro de ['H-"3C]-HSQC del compuesto 22 en DMSO-ds.
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Figura A3.16. Espectro de ['H-"3C]-HMBC del compuesto 22 en DMSO-de.
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1.3. Compuesto 23
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Figura A3.18. Espectro de '3C-RMN del compuesto 23 en DMSO-de.
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Figura A3.19. Espectro de '®F-RMN del compuesto 23 en DMSO-d.
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Figura A3.20. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 23 en DMSO-de.
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Figura A3.22. Espectro de "H-RMN del compuesto 24 en DMSO-ds.
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Figura A3.23. Espectro de '3C-RMN del compuesto 24 en DMSO-d.
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Figura A3.24. Espectro de 'F-RMN del compuesto 24 en DMSO-d.
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Figura A3.25. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 24 en DMSO-de.
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Figura A3.26. Espectro de ['H-"H]-NOESY del compuesto 24 en DMSO-d.
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Figura A3.27. Espectro de ['H-3C]-HSQC del compuesto 24 en DMSO-ds.
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Figura A3.28. Espectro de ['H-"3C]-HMBC del compuesto 24 en DMSO-de.
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Figura A3.29. Apilamiento de la regién aromatica de los espectros de 'H-RMN de los compuestos 21-
24 registrados en DMSO-ds.

2. Cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC/MS)
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Figura A3.30. Cromatogramas de los compuestos 21-24 disueltos en CH3CN con detecciéon UV a 420
nm.
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Figura A3.31. Espectro de masas de los picos a 15-18 min de los cromatogramas de la Figura A3.30.
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3. Determinacion de la estructura cristalina por rayos-X
El numero de referencia CCDC para el compuesto 22-CH,Cl»-1/2Et,0-1,75H,0 es 2332906.

Tabla 3.1. Datos cristalograficos del compuesto 22.

C47H44N702RU . CF303S' 1 (CHzC|2)'

Férmula empirica
0,5(C4H100)-1,75[H20]

Peso molecular 1142,54
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1
a=13,5090(6) A a =84,3410(10)°
Dimensiones celdilla unidad b =14,0322(7) A B =73,105(2)°
c = 15,9709(6) A y = 62,2960(10)°
Volumen 2562,3(2) A®
z 2
Densidad (calculada) 1,481 Mg/m?3
Coeficiente de absorcion 0,521 mm™"
F(000) 1177
Tamano del cristal 0,290 x 0,230 x 0,120 mm?3
Rango theta para la recogida de datos 1,641 a 27,103°
Rangos de indices -17<=h<=17, -17<=k<=17, -20<=I<=20
Reflexiones recogidas 184861
Reflexiones independientes 11300 [R(int) = 0,0273]
Integridad de Theta = 26,000° 100,0 %
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa F?
Datos / restricciones / parametros 11300/ 32/ 691
Buen ajuste de F?2 1,058
indices R finales [I>2sigma(l)] R1 =0,0610, wR2 = 0,1684
Indices R (todos los datos) R1 =0,0629, wR2 = 0,1704
Mayor diferencia pico-hueco 1,844 y -2,047 eA®
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4. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad
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Figura A3.32. Espectros de '"H-RMN del compuesto 22 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacion a

t.a.
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Figura A3.33. Espectros de 'H-RMN del compuesto 22 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A3.34. Espectros de "H-RMN del compuesto 22 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A3.35. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 21 (10 uM) disuelto en DMEM (5 % DMSO)
suplementado con 10 % FBS a t= 0 y tras 48 de incubacion a 37 °C.
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Figura A3.36. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 22 (10 uM) disuelto en DMEM (5 % DMSO)
suplementado con 10 % FBS a t= 0 y tras 48 de incubacion a 37 °C.
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Figura A3.37. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 23 (10 uM) disuelto en DMEM (5 % DMSOQO)
suplementado con 10 % FBS a t= 0 y tras 48 de incubacion a 37 °C.

A83



Anexo Il

x10 2 DAD1-B:Sig=2800.4 0 Ref=off 202401229 d
1 1.000

3 DMEM (10% FBS)
2.
y T s 10.333
ol _nll 201 | 473 [ N1
%102 DAD1-B:Sig=280.0.4.0 Ref=off 202401598.d
0,939 t=0
4
21 2825
: 4932 10.202 17.3%9
. 1612 f\ L
«102 DADI - B:Sig=280.0.4.0 Ref=off 202402003 d
0.940 t=48 h
4.
2] 2813
4.940 10.333 17.386
ol 1.593 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 12 13 14 15 1 _1/7 18 19 20 21 22 23 24 25 2 2/ 28 29
Response vs. Acquisition Time (min)
x10 5 |+ESI Scan:1 (it: 17.257-18.111 min, 67 scans) Frag=360.0V 202401598.d Subtract

t=0
27 992.2766
1.8
1.64
1.4
1.2
1
0.8
06
0.4

03] 496.1392

102.1277 3323314 h l
Ll |

T T ¥ T T T T T — = T T

100 200 300 400 s00 600 700 500 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

%10 5 |+ESI Scan:1 (t: 17.195-17.764 min. 45 scans) Frag=360.0V 202402003.d Subtract

t=48 h

24
2o) 992.2747
1.8
1.6
1.4
124

14
0.8
0.6
0.4

0.2 496.6404

102.1277
e

100 200 300 400 500 600 700 800 %00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A3.38. Cromatogramas de HPLC-MS del compuesto 24 (10 uM) disuelto en DMEM (5 % DMSO)
suplementado con 10 % FBS a t= 0 y tras 48 de incubacion a 37 °C.
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Figura A3.39. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 22-24 (10 uM) en DMSO at=0 y
tras 2 h de irradiacion con luz verde (520, 2,0 mW/cm?).

5. Interaccion con la HSA
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Figura A3.40. Curvas de Stern-Volmer de la extincién de la fluorescencia de la HSA en presencia de
los compuestos 21-24.
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Figura A3.41. Curvas de Lineweaver-Burk de la extincion de la fluorescencia de la HSA en presencia
de los compuestos 21-24.
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Figura A3.42. Curvas de Scatchard de la extincion de la fluorescencia de la HSA en presencia de los
compuestos 21-24.

6. Generacién de oxigeno singlete
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Figura A3.43. Espectro de absorcion de DPBF (50 uM) en ausencia de compuesto y en presencia de
la referencia ([Ru(bpy)s]Cl2], 50 uM) en acetonitrilo tras irradiacion con luz verde (520 nm, 0,5 mW/cm?2).
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7. Generacion de radicales hidroxilo
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Figura A3.44. Espectro de emision de la HPF (10 yM) tras irradiaciéon con luz verde (520 nm, 2,0
mW/cm?2).

8. Propiedades bioldgicas
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Figura A3.45. Tincién de inmunofluorescencia de células HelLa que muestra la localizacién de porimina
en la membrana (sefial de fluorescencia verde). Para mayor claridad, los nucleos se tifieron con DAPI
(senal azul). Fila superior: control, células no tratadas 4 h después de la irradiacién. 21: células tratadas
con 21 en una concentracion correspondiente al ICso 4 h después de la irradiacién. Se muestran tres
imagenes representativas. Las barras de escala representan 10 ym.
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Figura A3.46. Activacion de la caspasa 3/7 detectada mediante el reactivo de deteccién verde
CellEvent®Caspase3/7. Las células Hela se trataron con 21 (o se incubaron sin tratar) durante 1 h en
la oscuridad y se irradiaron con luz verde. Tras 24 h de recuperacion en medios libres de compuestos,
las muestras celulares se tifieron con el reactivo de deteccion CellEvent®Caspase 3/7 Green y la
fluorescencia se analizé mediante citometria de flujo; se analizaron 30 000 células en cada muestra.
En la concentracion mas alta (correspondiente a 3xICso, se detecta una cantidad insignificante de
células apoptéticas; sin embargo, la poblacion apoptoética no es significativamente diferente de la de las
células irradiadas de control no tratadas. Como control positivo, se incluyé en el experimento
estaurosporina (STAU, 1 uM).
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1. Espectros de RMN
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Figura A4.1. Espectro de "H-RMN del compuesto 25 en CDCls.
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Figura A4.2. Espectro de "®F-RMN del compuesto 25 en DMSO-db.
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Figura A4.3. Espectro de '3C-RMN del compuesto 25 en CDCls.
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Figura A4.4. Espectro de "H-RMN del compuesto 27 en CDCls.
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Figura A4.5. Espectro de "3C-RMN del compuesto 27 en CDCla.

1.3. Compuesto 28
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Figura A4.6. Espectro de "H-RMN del compuesto 28 en CDCls.
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Figura A4.8. Espectro de "®F-RMN del compuesto 28 en CD2Cl..

A94



Anexo IV

Compuesto 29
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Figura A4.9. Espectro de 'H-RMN del compuesto 29 en CDCls.
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Figura A4.11. Espectro de "®F-RMN del compuesto 29 en CDCls.
1.5. Compuesto 30
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Figura A4.12. Espectro de "H-RMN del compuesto 30 en CDCla.
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Figura A4.13. Espectro de '*C-RMN del compuesto 30 en CDCls.
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Figura A4.14. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 30 en CDCls.
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Figura A4.15. Espectro de F-RMN del compuesto 30 en CD2Cl2.
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Figura A4.18. Espectro de "H-RMN del compuesto 31 en CDCls.
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Figura A4.20. Espectro de DEPT-135 del compuesto 31 en CDCls.
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Figura A4.22. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 31 en CDCls.
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Figura A4.23. Espectro de ['H-3C]-HSQC del compuesto 31 en CDCls.
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Figura A4.26. Espectro de 3C-RMN del compuesto 32 en CDCls.
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Figura A4.27. Espectro de "F-RMN del compuesto 32 en CDCls.
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Figura A4.28. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 32 en CDCls.
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Figura A4.31. Espectro de ['H-"3C]-HMBC del compuesto 32 en CDCls.
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Figura A4.32. Espectro de "H-RMN del compuesto 33 en CDCla.
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Figura A4.33. Espectro de '*C-RMN del compuesto 33 en CDCls.
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Figura A4.34. Espectro de DEPT-135 del compuesto 33 en CDCls.
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Figura A4.35. Espectro de "°F-RMN del compuesto 33 en CDCls.
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Figura A4.36. Espectro de ['H-"H]-COSY del compuesto 33 en CDCls.
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Figura A4.37. Espectro de ['H-3C]-HSQC del compuesto 33 en CDCls.

2. Espectrometria de masas
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Figura A4.38. Espectro ESI-MS en modo de ionizacidén positivo del compuesto 27.
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Figura A4.39. Espectro ESI-MS en modo de ionizacidn positivo del compuesto 25.
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Figura A4.40. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 28.
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Figura A4.41. Espectro ESI-MS en modo de ionizacién positivo del compuesto 29.
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3. Cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC/MS)
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Anexo IV

Figura A4.42. Cromatogramas de los compuestos 30-33 disueltos en CH3CN con deteccion UV a 420

nm.
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Figura A4.43. Espectro de masas de los picos a 20-21 min de los cromatogramas de la Figura A4.42.

A114



Anexo IV

4. Determinacion de la estructura cristalina por rayos X
El nimero de referencia CCDC para el compuesto 32 es 2302438.

Tabla A4.1. Datos cristalograficos del compuesto 32

Formula empirica C71H40F 15IrNgO3S3
Peso molecular 1626,49
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1
a=14,302(7) A a =78,870(14)°
Dimensiones celdilla unidad b =15,809(7) A B =66,395(15)°
c=17,023(7) A y = 68,46(2)°
Volumen 3276(3) A®
z 2
Densidad (calculada) 1,649 Mg/m?
Coeficiente de absorcion 2,233 mm™"
F(000) 1612
Tamano del cristal 0,125 x 0,080 x 0,020 mm?
Rango theta para la recogida de datos 1,642 to 26,372°
Rangos de indices -17<=h<=17, -19<=k<=19, -21<=|<=21
Reflexiones recogidas 193595
Reflexiones independientes 13398 [R(int) = 0,0508]
Integridad de Theta = 25.242° 100,0 %
Correccion de la absorcion Semiempirica a partir de equivalentes
Transmisién maxima y minima 0,7457 and 0,6483
Método de refinamiento Minimos cuadrados de matriz completa F?
Datos / restricciones / parametros 13398/ 1139/ 1003
Buen ajuste de F? 1,096
Indices R finales [I>2sigma(l)] R1=0,0478, wR2 = 0,1288
Indices R (todos los datos) R1 =0,0583, wR2 = 0,1437
Mayor diferencia pico-hueco 3,062 and -2,900 e.A3
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5. Propiedades fotofisicas
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Figura A4.44. Emision normalizada de los proligandos 25 (izquierda) y 28 (derecha) en disolventes de

distinta polaridad.
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Figura A4.45. Espectros de emision de 31 y 32 (10 uM) a diferentes porcentajes de agua. Aex= 405 nm.
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6. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad
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Figura A4.46. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 31-33 (10 yM) en DMSO a t=0y
tras 48 h de incubacién a t.a.
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Figura A4.47. Espectros de absorcién UV/Visible de los compuestos 31-33 (10 uM) en RPMI (5 %
DMSO) a t=0y tras 48 h de incubacion a 37 °C.
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Figura A4.48. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 31-33 (10 uM) en DMSO at=0y
tras 2 h de irradiacion con luz azul (4,0 mW/cm?).
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Figura A4.49. Espectros de 'H-RMN del compuesto 31 en DMSO-ds a t=0y tras 6 h irradiacién con luz
azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2) a 25 °C.
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Figura A4.50. Espectros de "H-RMN del compuesto 32 en DMSO-dgs a t=0 y tras 6 h irradiacion con luz
azul (465 nm, 4,0 mW/cm?) a 25 °C.
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Figura A4.51. Espectros de "H-RMN del compuesto 33 en DMSO-ds a t=0 y tras 6 h irradiacion con luz
azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2) a 25 °C.

7. Fotooxidaciéon del NADH
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Figura A4.52. Espectros de absorcion UV/Visible del NADH (100 uM) en PBS (5 % DMF) en presencia
de los compuestos 30-33 en condiciones de oscuridad.
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Figura A4.53. Espectro de absorcion UV/Visible del NADH (100 uM) en PBS (5 % DMF) tras 1 h de
irradiacién con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2).
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8. Generacién de oxigeno singlete
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Figura A4.54. Espectro de absorcion UV/Visible de la DPBF (50 uM) en presencia de la referencia
([Ru(bpy)s]Cl2], 5 uM) en acetonitrilo aireado tras irradiacion con luz azul (465 nm, 0,5 m\W/cm?2).

9. Generacion de radical hidroxilo
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Figura A4.55. Espectro de emision de la HPF (10 uM) tras irradiacién con luz (465 nm, 4,0 mW/cm?).

10.Propiedades biolégicas

Figura A4.56. Morfologia de las células Hela tratadas durante 1 h con 30 (0,3 uM, panel B), 31 (0,7
MM, panel C), 32 (1,2 uM, panel D), 33 (3,7 uM, panel E) o sin tratar (panel A), irradiadas vy,
posteriormente, incubadas en medio libre de compuestos durante 2 h en la oscuridad. Las barras de

A120



Anexo IV

escala representan 50 pm.
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Figura A4.57. Activacién de la caspasa 3 detectada mediante el reactivo de deteccién verde
CellEvent®Caspase3/7. Las células HelLa se trataron con 30-33 a sus concentraciones equitdxicas
(0,36,0,8,1,3 y 4 uM) durante 1 h en la oscuridad. Las células se mantuvieron en la oscuridad o se
irradiaron con luz azul. Las células control se trataron con un soporte de DMSO. Tras 2 h de
recuperacion en medio libre de compuestos, las células se tifieron con CellEvent®Caspase 3/7 y la
fluorescencia se analizé6 mediante citometria de flujo (30000 células por muestra). Se utilizé la
estaurosporina (2 yM) como control positivo (paneles inferiores).

Figura A4.58. Colocalizacion de 30 (panel 1) y 32 (panel 3) con mitocondrias en células HelLa
determinada mediante microscopia confocal. Las células se trataron con 2 uM de los compuestos
ensayados y se incubaron durante 3 h antes de la tincién con MitoTracker®. A) Sefial de fluorescencia
procedente de los compuestos de iridio. B) Fluorescencia de MitoTracker®. C) Superposicion de la
fluorescencia procedente de los compuestos ensayados y de MitoTracker®. D) Canal de campo claro.
La barra de escala indica 20 uM. Los coeficientes de colocalizacién de Pearson se calcularon a partir
de tres experimentos independientes, al menos diez imagenes por muestra para cada experimento.
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Tabla A4.2. Coeficientes de colocalizaciéon de Pearson? determinados para 30 y 32 en células Hela
tefiidas con sondas LysoTracker® o MitoTracker®. Los coeficientes de colocalizacién de Pearson se
determinaron en el software Image J utilizando el algoritmo de umbral de Costes con el subsiguiente
andlisis directo de colocalizacion.

Compuesto Coeficiente Pearson Coeficiente Pearson
LysoTracker® MitoTracker®
30 0,76 £ 0,07 0,50 + 0,06
32 0,8+0,1 0,42 + 0,04

aCoeficientes de colocalizacion calculados a partir de tres experimentos independientes, al
menos diez imagenes por muestra para cada experimento.
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Anexo V

1. Espectros de RMN

1.1. Compuesto 39
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Figura A5.2. Espectro de '*C-RMN del compuesto 39 en DMSO-ds.
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1.2. Compuesto 40
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Figura A5.4. Espectro de "3C-RMN del compuesto 40 en DMSO-dbs.
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1.3. Compuesto 41
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Figura A5.6. Espectro de "3C-RMN del compuesto 41 en DMSO-dbs.
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1.4. Compuesto 42
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Figura A5.8. Espectro de "3C-RMN del compuesto 42 en DMSO-ds.
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1.5. Compuesto 43
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Figura A5.10. Espectro de '*C-RMN del compuesto 43 en DMSO-de.
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1.6. Compuesto 44

l\g\%ﬁ\“

NS

S0

7.020

[

Figura A5.11. Espectro de 'H-RMN del compuesto 44 en DMSO-de.

1.7. Compuesto 45
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Figura A5.12. Espectro de "H-RMN del compuesto 45 en DMSO-db.
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Figura A5.13. Espectro de '3C-RMN del compuesto 45 en DMSO-d.
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Figura A5.14. Espectro de "H-RMN del compuesto 46 en DMSO-dbs.
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1.9. Compuesto 47
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Figura A5.16. Espectro de '3C-RMN del compuesto 47 en DMSO-de.
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1.10. Compuesto 48
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Figura A5.17. Espectro de "H-RMN del compuesto 48 en CDCla.
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Figura A5.18. Espectro de '3C-RMN del compuesto 48 en CDCls.
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2. Cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC/MS)
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Figura A5.19. Cromatogramas de los compuestos 39-43 disueltos en DMSO con deteccion UV a 420

nm.
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Figura A5.20. Espectros de masas de los picos a 16-20 min de los cromatogramas de la Figura A5.19.
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Figura A5.21. Cromatogramas de los compuestos 44-48 disueltos en DMSO con deteccion UV a 320

nm.
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Figura A5.22. Espectro de masas de los picos a 20-21 min de los cromatogramas de la Figura A5.21.
3. Propiedades fotofisicas

Tabla A5.1. Longitudes de onda de absorcion (Aabs) y de emision (Aem) de los complejos 39-43 en agua
(1 % DMSO).

Comp. Aabs, NM (g, Mlcm™) Aex, "M Aem, NM
2 259 (39330), 339%" (18170), 392" (13790), 524 (19380), 520 627
564 (16640) 656
628 sh
40 305 (32570), 515 (17500), 558 (15440) 520 671
314 (48910), 380 (20990), 327 (47820), 380 (20990), 521
41 520 607
(29960), 554 (30740)
i 327 (39800), 394°" (21530), 448°" (14850), 524 (24420), co0 622
558 (26740) 655 sh
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627

43 304 (30760), 347 (36760), 481 (20000), 554 (22900) 520 577

4. Estudios de estabilidad y fotoestabilidad
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Figura A5.23. Espectros de 'H-RMN del compuesto 39 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A5.24. Espectros de "H-RMN del compuesto 40 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A5.25. Espectros de 'H-RMN del compuesto 41 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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V‘ t=48 h
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Figura A5.26. Espectros de "H-RMN del compuesto 43 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A5.27. Espectros de 'H-RMN del compuesto 44 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.

t=48h

T T T T T T T T T T T T T
14 12 10 8

Figura A5.28. Espectros de "H-RMN del compuesto 45 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a

IR

Figura A5.29. Espectros de 'H-RMN del compuesto 46 en DMSO-ds a t= 0 y tras 48 h de incubacién a
t.a.
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Figura A5.30
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Figura A5.31. Espectros de absorcién UV/Visible de
DMSO) a t=0 y tras 48 h de incubacién a 37 °C.
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Figura A5.32. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 44-48 (10 uM) en RPMI (5 %
DMSO) a t=0y tras 48 h de incubacion a 37 °C.
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Figura A5.33. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 39-43 (10 yM) en DMSO at=0y
tras 2 h de irradiacion con luz verde (2,0 mW/cm?).
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Figura A5.34. Espectros de absorcion UV/Visible de los compuestos 44-48 (10 uM) en DMSO a t=0y
tras 2 h de irradiacion con luz azul (4,0 mW/cm?).

5. Fotooxidacion del NADH
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Figura A5.35. Espectro de absorcion UV/Visible del NADH (100 uM) en PBS (5 % DMF) tras 1 h de
irradiacién con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2).
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Figura A5.36. Fotooxidacion del NADH (100 uM) en presencia de los compuestos 40, 41 y 43 (5 uM)
tras irradiacion de luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?2).
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Figura A5.37. Fotooxidacion del NADH (100 uM) en presencia de los compuestos 45, 46 y 48 (5 uM)
tras irradiacién de luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm2).
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Figura A5.38. Fotooxidacion del NADH (100 pM) en presencia de los compuestos 45, 46 y 48 (5 uM)
tras irradiacion de luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?).
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Figura A5.39. Fotooxidacion del NADH (100 uM) en presencia de los compuestos 40, 41 y 43 (5 uM)

tras irradiacion de luz roja (620 nm, 15 mW/cm?).
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6. Generacién de oxigeno singlete
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Figura A5.40. Espectro de absorcion UV/Vis de DPBF (50 uM) en presencia de la referencia
([Ru(bpy)s]Cl2], 50 uM) y de los compuestos 39-41 en acetonitrilo aireado tras irradiacion con luz verde
(520 nm, 0,5 mW/cm?).
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Figura A5.41. Espectro de absorcion del DPBF en acetonitrilo aireado presencia de la referencia
([Ru(bpy)s]Cl2], 5 uM) y de los compuestos 45-47 tras la irradiacién con luz azul (465 nm, 0,5 mW/cm?)
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7. Generacion de radicales hidroxilo
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Figura A5.42. Espectro de emision de la HPF (10 yM) en presencia de los complejos 40, 41 y 43 (10

MM) tras la irradiacién con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) en un intervalo de tiempo.
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Figura A5.43. Espectro de emision de la HPF (10 uM) en presencia de los complejos 45, 46, y 48 (10

MM) tras la irradiacién con luz verde (520 nm, 2,0 mW/cm?) en un intervalo de tiempo.
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Anexo V
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Figura A5.44. Espectro de emision de la HPF (10 uM) en presencia de los complejos 45, 46 y 48 (10
MM) tras la irradiacién con luz azul (465 nm, 4,0 mW/cm?2) en un intervalo de tiempo.
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