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RESUMEN

La presente tesis doctoral se divide en tres partes diferenciadas, comenzando por
el disefio y desarrollo de una nueva metodologia que ha permitido obtener de manera mas
eficiente ligandos previamente publicados por el grupo de investigacion, y cuyo
ensamblaje a bajas concentraciones con centros metalicos de Pd(Il) y Pt(Il) conduce a
especies mononucleares MiLi. La nueva estrategia permite ademas obtener nuevos
ligandos anéalogos de diferente tamafio y funcionalizacion. Se ha estudiado el proceso de
autoensamblaje dirigido por Pd(I1)/Pt(Il) de los nuevos ligandos, observandose ademas
de las especies mononucleares, dimeros MzL2 a altas concentraciones. Se ha logrado
controlar el equilibrio entre la especie monomeérica y dimérica mediante la aplicacion de
estimulos externos (concentracion y adicion de sustratos).

La segunda parte del trabajo se centrd en el estudio de la interaccion de
metalociclos de Pt(I1) con el ADN de doble hélice y de estructura cuadruple. Se comenzé
por el estudio de la interaccion de tres metalociclos cuadrangulares de tipo MazLz,
previamente publicados por el grupo de investigacion, y que diferian entre si en el tamafio
de la cavidad. Se tratd con este trabajo de determinar la posible influencia del tamafio de
los metalociclos en su interaccion con ADN. Los resultados mostraron que, a mayor
tamafo de cavidad, mayor es la interaccion con el ADN pero menor es la selectividad con
el ADN cuéadruple frente al de doble hélice. Los resultados obtenidos mediante técnicas
espectroscopicos, se vieron reforzados mediante la realizacion de ensayos celulares.

Por altimo, se evalud la interaccion de una libreria de metalociclos MiL1y M2l
con mayor variedad estructural con ADN de doblé hélice y cuadruple. Los metalociclos
que ofrecieron un mejor perfil de interaccion y selectividad con el ADN cuadruple, fueron
sometidos a un estudio espectroscopico mas completo. De los metalociclos analizados
mas en profundidad, el que presentd mejor perfil en sus propiedades de absorcion y
emisién, fue sometido a posteriores estudios bioldgicos. Estos estudios revelaron que el
metalociclo era capaz de internalizarse en diversas células cancerigenas, para alcanzar el
nacleo y unirse posteriormente al ADN de estructura cuadruple presente en el nucléolo,
constituyendo el primer ejemplo de metalociclo de Pt(Il) fluorescente capaz de exhibir

dicho comportamiento.
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RESUMO

A presente tese doutoral dividese en tres partes diferenciadas, comezando polo
desefio e desenrolo dunha nova metodoloxia que permitiu obter de xeito mais eficiente
ligandos previamente publicados polo grupo de investigacion, cuxo ensamblaxe a baixas
concentracions con centros metalicos de Pd(Il) e Pt(Il) conduce a formacion de
metalociclos mononucleares MiLi. Ademais, a través desta nova estratexia logrouse
obter novos ligandos analogos con diferente tamafio e funcionalizacion. Estudiouse o
proceso de autoensamblaxe dirixido por Pd(I1)/Pt(ll) dos novos ligandos, observando
ademais das especies mononucleares, a aparicion de especies dinucleares ML a altas
concentracions. Logrouse controlar o equilibrio entre a especie monomeérica e dimérica

mediante a aplicacién de estimulos externos (concentracion e adicion de substratos).

A segunda parte do traballo centrouse no estudo da interaccion de metalociclos de
Pt(I1) co ADN de dobre hélice e cuadruple. Comezouse polo estudo da interaccion de tres
metalociclos cuadrangulares de tipo M:zL2, previamente publicados polo grupo de
investigacion e que diferian entre eles no tamafio da sua cavidade. Tratouse con este
traballo de determinar a posibel influencia do tamafio na interaccidén dos metalociclos co
ADN. Os resultados amosaron que a maior tamafio da cavidade, maior € a interaccion co
ADN pero menor é a selectividade co ADN cuédruple fronte ao de dobre hélice. Os
resultados obtidos mediante técnicas espectroscopicas, reforzaronse mediante a

realizacién de ensaios celulares.

Por altimo, avaliouse a interaccion de metalociclos MiLi e MzL2 con maior
variedade estrutural co ADN de dobre hélice e cuadruple. Os metalociclos que ofreceron
un mellor perfil de interaccion e selectividade foron sometidos a un estudo
espectroscopico mais completo. De tédolos metalociclos analizados o0 que presentou un
mellor perfil de absorcion e emision foi sometido a posteriores estudos bioloxicos. O
estudo revelou que o metalociclo analizado era capaz de internalizarse en diversas células
cancerixenas, para alcanzar o nucleo e unirse posteriormente ao ADN cuadruple presente
no nucléolo, constituindo o primeiro exemplo de metalociclo de Pt(Il) fluorescente capaz

de exhibir dito comportamento.
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ABSTRACT

The present dissertation is divided in three sections. On the first part, we have
designed and developed a new synthetic methodology that has enabled the preparation of
ligands previously published by the research group in a more efficient manner. The
assembly of these ligands with metallic centers of Pd(Il) and Pt(ll) at low concentrations
leads to the formation of mononuclear metallacycles MiLi. In addition, through this
strategy new analogue ligands with different size and functionalization were obtained.
The process of Pd(I1)/Pt(I1)-directed self-assembly of the new metallacycles has been
explored, observing that apart from the expected mononuclear metallacycles, dinuclear
species ML appear at high concentrations. We have found that the speciation can be
controlled by the application of external stimuli (concentration and/or addition of a
substrate).

The second part of this work is focused on the study of the interaction of Pt(ll)
metallacycles with duplex and G-quadruplex DNA structures. We began by studying the
interaction of three differently-sized quadrangular metallacycles of type MzL 2, previously
published by this research group. The purpose of this work was to determine the possible
influence of size of the metallacycles on the interaction with DNA. The results showed
that the smallest Pt-box display less activity but greater selectivity for a quadruplex
formed in c-Kit gene. The results obtained by means of spectroscopic techniques were
reinforced by carrying out cell tests.

Finally, we have studied the interaction of a more diverse family of MiL1 and
M:2L2 metallacycles with double-helix and G-quadruplex DNA. The metallacycle
showing a better interaction profile and selectivity, were subjected to further
spectroscopic studies. Of all the metallacycles analyzed, the one with the best
absorption/emission profile was subjected to further biological studies. Those revealed
that the analyzed metallacycle was able to enter cancer cells, to reach the nucleus and
subsequently bind G-quadruplex structures present in the nucleolus, being the first

example of a fluorescent Pt(I1) metallacycle capable of exhibiting this behaviour.
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1. INTRODUCCION
Introduccion I. Quimica Supramolecular

1.1 Quimica supramolecular

La quimica supramolecular ha experimentado un importante auge en las Ultimas
tres décadas, constituyendo un area de la ciencia altamente interdisciplinar, que abarca

aspectos de diversos campos como la quimica, la fisica y la biologia.t

Uno de sus principales propulsores, el ganador del premio nobel Jean Marie Lehn,
la defini6 por primera vez en 1978 como la “quimica mas alla de la molécula.? Lehn se
refiere asi a que el campo de la quimica supramolecular va mas alla de las moléculas
individuales formadas a través de la formacidn de enlaces covalentes, estudiando por lo
tanto la forma en la que las moléculas se agrupan mediante interacciones
intermoleculares.® Estas fuerzas débiles permiten la unién de moléculas de pequefio
tamafo para dar lugar a agregados supramoleculares mayores, mediante procesos de
asociacion bajo estricto control termodindmico denominados procesos de autoensamblaje

supramolecular.
1.2 Reconocimiento molecular

En 1894 Emil Fisher afirmaba que una enzimay su sustrato tenian que encajar el
uno en el otro como una llave encaja en su cerradura.* De esta forma, aunque el quimico
aleman en aquel entonces no lo generalizd, la idea de moléculas comportdndose como
[laves y cerraduras esta en la base de lo que Lehn Ilamaria posteriormente reconocimiento

molecular.®

La quimica del reconocimiento molecular implica la asociacion entre al menos
dos entidades moleculares. En dicha unidén, una de las moléculas actia como sustrato o
huésped, y es reconocida por la otra que actia como receptor, dando lugar a un complejo
receptor-sustrato. El reconocimiento selectivo del sustrato por parte del receptor se basa
en la informacion molecular almacenada en los agentes que interactdan. Por lo tanto, en

lo referido al disefio de receptores moleculares artificiales, éste requiere que dicho

L Lehn, J. M. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 29, 1304.
2 Lehn, J. M. Angew. Chem, Int. Ed. Engl. 1988, 27, 89.

3 Lehn, J. -M. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2002, 99, 4763.
4 Fisher, E. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1894, 27, 2985.

5 Lehn, J. —M. Struct. Bonding, 1973, 16, 1.
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receptor posea caracteristicas estéricas y electronicas complementarias a las del sustrato,
asi como un adecuado equilibrio entre flexibilidad y rigidez para que se produzca la

asociacion.®

Actualmente, los procesos de complejacion huésped-receptor se han convertido
en una estrategia efectiva para conseguir agregados autoensamblados de tamafos
nanométricos en agua o disolventes organicos, los cuales pueden ser controlados
mediante estimulos externos como la luz, el calor, el pH o la presencia de aditivos.
Algunos macrociclos como las ciclodextrinas, los calixarenos y mas recientemente los
cucurbiturilos (Figura 1), se han empleado exitosamente para construir nanoarquitecturas
multifuncionales como hidrogeles, nanoparticulas o estructuras poliméricas, a través de

la formacion de complejos huésped-receptor estables en disolucion acuosa.”®

Ciclodextrinas (CDs)

Cucurbiturilos (CBn)

Calixarenos (CXn)

Figura 1: Representacion esquematica de los receptores moleculares: a) ciclodextrinas, b) cucurbiturilos
y ¢) calixarenos.

®a) Ma, X.; Tian, H. Acc. Chem. Res. 2014, 47, 1971; b) Dong, S.; Zheng, B.; Wang, F.; Huang, F. Acc.
Chem. Res. 2014, 47, 1982; ¢) Wei, P.; Yan, X.; Huang, F. Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 815; d) Guo, D-S.;
Liu, Y.; Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 5907.

" Assaf, K. L.; Alnajjar, M. A.; Nau, W. M. Chem. Commun. 2018, 54, 1734,

84a) Barrow, S. J.; Kasera, S.; Rowland, M. J.; del Barrio, J.; Scherman, O. A. Chem. Rev. 2015, 115, 12320;
b) Zhang, J.; Ma, P. X. Nano Today, 2010, 5, 337; ¢) Kang, Y.; Guo, K.; Li, B. J.; Zhang, S. Chem. Commun.
2014, 50, 11083; d) Harada, A.; Takashima, Y.; Nakahata, M. Acc. Chem. Res., 2014, 47, 2128; ) Xing,
P.; Chen, H.; Ma, M.; Xu, X.; Hao, A.; Zhao, Y. Nanoscale, 2016, 8, 1892; f) Mondal, J. H.; Ghosh, T.;
Ahmed, S.; Das, D. Langmuir, 2014, 30, 11528.
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1.3 Autoensamblaje supramolecular

En la naturaleza podemos encontrar ejemplos de moléculas de gran tamafio y con
un gran grado de autoorganizacion, como la doble hélice del ADN,® formados gracias al
establecimiento de un gran nimero de interacciones débiles. De la observacién e intento
de los cientificos de obtener estas estructuras complejas, surge a mediados del siglo XX
el concepto del autoensamblaje supramolecular. Jean M. Lehn lo define como “la
evolucion hacia el confinamiento espacial a través de la interconexion espontanea de
unos pocos o varios componentes, resultando en la formacion de entidades discretas o
extensas a nivel molecular (covalente) o supramolecular (no covalente)”.X® Lehn
introduce de este modo la diferenciacion entre autoensamblaje molecular vy
supramolecular, implicando este Ultimo el establecimiento de interacciones no

covalentes.

La estrategia del autoensamblaje supramolecular se caracteriza por la eficiencia y
economia de la informacion, y ha permitido la sintesis de (supra)moléculas complejas de
masas superiores a 1000 u.m.a, inalcanzables por la tradicional quimica covalente a partir
de una o unas pocas subunidades (“building blocks”). Asi, se puede decir que el
autoensamblaje es la respuesta humana a la estrategia sintética desarrollada por la
naturaleza a lo largo de millones de afios, y que le permite la obtencion eficiente de

moléculas de elevada masa y funcionalidad compleja.

Otro aspecto fundamental del autoensamblaje supramolecular es que se
caracteriza por la reversibilidad, permitiendo asi la autocorreccién en el proceso sintético.
Dicha reversibilidad se debe al uso de enlaces intermoleculares relativamente débiles, que
pueden romperse facilmente, permitiendo asi corregir imperfecciones. De esta forma, se
logra formar el producto més estable en las condiciones empleadas. Al variar dichas
condiciones el sistema puede verse afectado, evolucionando hacia el producto
termodindmicamente méas favorable en las nuevas condiciones. En consecuencia, a través
de la quimica supramolecular se puede lograr una amplia variedad estructural,
simplemente modificando los componentes estructurales de partida o las condiciones de

reaccion (pH, concentracion, temperatura, etc.).

® Watson, J. D.; Crick, F. H. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 1953, 18, 123.
10 Lehn, J.-M. Angew.Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 29, 1304.
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En los primeros estudios llevados a cabo de procesos de autoensamblaje en
sistemas no biolégicos, fundamentalmente en medio organico, el enlace de hidrégeno fue
el tipo de interaccion mas empleada, a semejanza de lo que ocurre en la naturaleza.!! Sin
embargo, el uso de otras interacciones débiles como las interacciones z-x, interacciones
ionicas o el efecto hidrofébico, ha proporcionado una mayor robustez a los procesos de
autoensamblaje abidtico en medio acuoso. De especial relevancia en el presente trabajo
son las interacciones z-z, interacciones débiles que se establecen entre sistemas
aromaticos, y cuyo modelo simplificado fue propuesto por Hunter y Sanders en 1990.%2
De la misma forma, el denominado efecto hidrofébico, que surge del desplazamiento de
las moléculas de disolvente en el seno de una disolucidn acuosa, debe ser tenido siempre

en cuenta en el desarrollo de procesos de autoensamblaje en este medio.*

1.4 Autoensamblaje dirigido por centros metalicos
La incorporacion hace tres décadas del uso de enlaces de coordinacion con centros
metalicos, ha expandido enormemente el campo de posibilidades de la quimica
supramolecular,** en especial a través del desarrollo de metalomacrociclos capaces de
comportarse como receptores moleculares que son especies autoensambladas de forma
eficiente mediante la utilizacion de &cidos y bases de Lewis como bloques de construccion

adecuados.

Durante la década de los afios 70 se prepararon diferentes ejemplos seminales de
metalomacrociclos empleando centros metalicos de Pt(1l), Pd(Il), Rh(l) y Ir(l), siendo
uno de los primeros el metalociclo de Cu(ll) disefiado por Maverick como receptor de
diaminas ciclicas. Dicho complejo se ensambl6 a partir de iones de Cu(ll) y ligandos con

dos bis (8-dicetonas) como puntos de coordinacion.!®

Desde entonces, se han obtenido una amplia variedad de estructuras
metalociclicas con propiedades interesantes como receptores moleculares, empleando
diferentes metales como Os(11), Re(Il), Au(l), Pd(I1) y Pt(1l). Asi, en los afios 90 destacan

11 a) Hamilton, A. D. Comprehensive supramolecular chemistry; Lehn, J.-M., Ed.; Pergamon: New York,
1996; vol. 9; cap. 18; b) Prins, L. J.; Reinhoudt, D. N.; Timmerman, P. Angew. Chem., Int. Ed. 2001, 40,
2382.

12 Hunter, C. A.; Sanders, J. K. M. J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5525.

13 Southall, N. T.; Dill, K. A.; Haymet, A. D. J. J. Phys. Chem. 2002, 106, 521.

14 Lehn, J.-M.; Rigault, A.; Siegel, J.; Harrowfield, J.; Chevrier, B. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1987, 84,
2565.

15 Maverick, A. W.; Klavetter, F. E. Inorg. Chem. 1984, 23, 4129.
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los trabajos de Fujita y Stang, que iniciaron el desarrollo de la metodologia del enlace

direccional para el ensamblaje de sus metalomacrociclos de Pt(11).

La estrategia del enlace direccional implica la utilizacion de precursores
moleculares rigidos, con una direccionalidad fijada, y el empleo de una estequiometria de
los componentes apropiada. Esta metodologia ha permitido la construccion de
macrociclos con la forma del poligono deseado, mediante el disefio racional de los
ligandos organicos (dadores, bases de Lewis), y de los precursores metalicos que
ocuparan los bordes y vértices de la estructura (aceptores, acidos de Lewis). Los
poligonos regulares fueron los primeros objetivos a conseguir con la estrategia del enlace
direccional, empleando la tradicional sintesis organica y organometalica.® Los poligonos
regulares convexos requieren angulos internos idénticos de menos de 180° y lados de la
misma longitud. Al romper dicho poligono, cada componente consiste en un fragmento

con no mas de dos ejes de simetria (Figura 2).178

Aﬂ [oo YA |_90° \290 200 e 180°
[ O -
Lo QA

L u O

T - O
~-2A00 O

Figura 2: Ensamblaje de poligonos 2D a partir de precursores dadores y aceptores empleando la
estrategia del enlace direccional.

Siguiendo esta misma estrategia, pero introduciendo ahora componentes tritopicos

como dadores, se pueden sintetizar facilmente estructuras 3D (Figura 3).

16 Cook, T. R.; Zheng, Y.-R.; Stang, P. J. Chem. Rev. 2013, 113, 734.
17 Chakrabarty, R.; Mukherjee, P. S.; Stang, P. J. Chem. Rev. 2011, 111, 6810.
18 Stricklen, P.; Verkade, J. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 2494.
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Subunidad Tritopica

60° 109° 120°
80-90° <> E
3 Bipiramide Cuadrado Tetraedro
:g. trigonal doble truncado
.'CEG 109
s Bipiramide Adamantanoide Cubooctaedro
< trigonal
— 9
={e
L&
Tetraedro Cubo Dodecaedro  Prisma trigonal

Figura 3: Ensamblaje de poligonos 3D a partir de la combinacion de precursores ditopicos y tritopicos
empleando la estrategia del enlace direccional.

1.5 Autoensamblaje supramolecular dirigido por centros
metalicos de Pd(I1) y Pt (I1) con ligandos piridinicos

El uso de centros metalicos de Pd(ll) y Pt(ll), en combinacién con ligandos
nitrogenados, ha resultado ser una excelente estrategia para la preparacion de estructuras
metalociclicas. En particular, el uso de estos centros metalicos en combinacién con la
4,4'-bipiridina y ligandos similares, ha sido especialmente Util en la sintesis de estructuras
moleculares 2D y 3D. El éxito de esta aproximacion se basa en la diversidad estructural
de los ligandos basados en la piridina, la geometria de los centros metalicos y la labilidad
modulable del enlace de coordinacion, permitiendo la formacion de las especies bajo

control termodinamico en diversas condiciones de reaccion.161°

En 1990 y 1991, Fujita y colaboradores presentan el primer ejemplo de este tipo
de compuestos a través de dos publicaciones, trabajos en los que se documentan la
formacion de tetrameros ciclicos a partir de un ligando puente no quelatante y un
complejo planocuadrado de Pd(11) con dos ligandos labiles, facilmente desplazables, y en
las otras dos posiciones cis un ligando quelatante (etilendiamina, Figura 4). El

metalociclo obtenido por Fujita presenta una cavidad hidrofébica, que permite en

19 Garcia, M. D.; Alvarifo, C.; Lopez-Vidal, E. M.; Rama, T.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Inorg. Chim.
Acta. 2014, 417, 27.
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disolucién acuosa albergar compuestos organicos aromaticos como el 1,3,5-

trimetoxibenceno.?

NHp __H,N
—pd- NH
| Ny ] | N\ /N |
2
> N. ONO, = X
4 +4 Pd - e
H ONO, HZO = =
~ | 2 t.a \

Figura 4: Autoensamblaje de 4,4'-bipiridina y un complejo planocuadrado de Pd(l1) para formar el
primer metalociclo cuadrangular obtenido por Fujita.

Posteriormente, en 1995, Stang y colaboradores llevaron a cabo la sintesis del
mismo metalociclo en medio organico (CH2Cl.), empleando complejos de Pd(l1) y Pt(I1)
con las posiciones cis- bloqueadas con fosfinas, y ligandos triflatos facilmente
desplazables, lo que confiere a la estructura una elevada solubilidad en disolventes
orgénicos. Estos trabajos demuestran la versatilidad que ofrecen el ensamblaje de los
ligandos piridinicos y los centros metalicos de Pd(I1) y Pt(Il), no limitandose al medio

acuoso.?

Debido a la labilidad del enlace Pd-N a temperatura ambiente, en el proceso de
ensamblaje con los ligandos piridinicos, se establece instantanea y espontaneamente un
equilibrio entre todas las especies posibles, que conduce a la estructura mas estable
termodinamicamente mediante procesos de autocorreccion. Ademas, dicha labilidad
proporciona al sistema la capacidad de adaptarse inmediatamente a cambios que se
puedan producir en el medio y que cambien el equilibrio. De este modo, las especies
obtenidas por el autoensamblaje de los ligandos con los centros metélicos de Pd(ll)
pueden reordenarse a temperatura ambiente, como consecuencia de la aplicacion de un
factor externo (adicion de plantilla, cambio de pH, variacion en la concentracion o
variacion de la fuerza iénica).?? Sin embargo, la labilidad del enlace de Pd-N supone una

desventaja a la hora de tratar de llevar a cabo la caracterizacion de las especies obtenidas,

20 a) Fujita, M.; Yazaki, J.; Ogura, K. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 5645; b) Fujita, M.; Yazaki, J.; Ogura,
K. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 5589.

21 a) Stang, P. J.; Cao, D. H. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 4981, b) Stang, P. J.; Cao, D. H.; Saito, S.; Arif,
A. M. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 6273.

22 Kubota, Y.; Sakamoto, S.; Yamaguchi, K.; Fujita, M. Proc. Natl. Ac. Sci. U.S.A. 2002, 99, 4854.
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debido a la baja estabilidad de las supramoléculas formadas cuya identidad sélo existe en

disolucién.

Con esta limitacion en mente, Fujita amplio el campo de estudio del
autoensamblaje dirigido por centros metalicos de Pd(11) a analogos de Pt(I1). El enlace de
coordinacion Pt(I1)-N es mas inerte que el de Pd(I11)-N, lo que implica la necesidad de
calentar el sistema, o labilizar los enlaces de alguna otra forma, para que tenga lugar el
autoensamblaje de los componentes bajo control termodinamico. Fujita desarrollo asi la
estrategia sintética conocida como “Molecular Lock” (Figura 5).2 Las estructuras
autoensambladas resultantes de la combinacion de los centros metalicos de Pt(Il) y los
ligandos piridinicos, se encuentran en equilibrio termodindmico a altas temperaturas, pero
son estables cinéticamente a temperatura ambiente, lo que permite aislarlas y facilita su

caracterizacion respecto a sus analogas de Pd(ll).

Calentar

E—
Apertura

Enfriar
eee——
Cierre

Figura 5: Representacion esquematica de la estrategia “Molecular Lock”.

A partir de la obtencidon de estas primeras estructuras supramoleculares, el campo
del ensamblaje con centros metélicos de Pd(ll) y Pt(ll) experiment6 un importante auge,
lo que permitié la formacién de otras especies bidimensionales como triangulos,
cuadrados, pentagonos, etc. Asi, en afios posteriores, Fujita y colaboradores documentan
el primer ejemplo de una estructura 3D (un tetraedro truncado), mediante la estrategia

conocida como“molecular panelling”.2*

23 @) Fujita, M. Acc. Chem. Res. 1999, 32, 53; b) Yu, S. Y.; Huang, H.; Liu, H. B.; Chen, Z. N.; Zhang, R.
B.; Fujita, M. Angew. Chem., Int. Ed. 2003, 42, 686.
24 Kusukawa, T.; Fujita, M. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 13576.
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Figura 6: Tetraedro truncado documentado por Fujita y colaboradores.
La importancia de estas especies no sélo radica en su inherente complejidad
estructural, en ocasiones incluso a partir de un elevado nimero de componentes, sino en

su potencial capacidad de actuar como receptores de moléculas de interés.

En este contexto, destacan los trabajos de Fujita en los que documenta la
formacion de una caja autoensamblada a partir de un ligando piridinico con una unidad
de triazina, un centro metalico de Pd(Il) o Pt(Il) y un tercer componente (Figura 7). En
funcién del tamafio del tercer componente y de la metalocaja resultante se obtienen
complejos que contienen 1, 2 o 3 sustratos. Asi, si el tercer componente es la pirazina, se
forma un complejo 1:1 en medio acuoso, si es la tetrametil-4,4'-bipiridina se forma un
complejo 2:1 y, por ultimo, si el tercer componente es un derivado mas largo de la
tetrametil-4,4'-bipiridina se obtiene un complejo 3:1. Las fuerzas que provocan la
inclusion de los sustratos en el interior de la cavidad son el efecto hidrofdébico y las

interacciones z-7.%°

"]

\

N

NTSN N
| R
Y N ‘ N M= Pd, Pt
N~ _N R=H, Me

Figura 7: Formacion de complejos de inclusion entre receptores en forma de caja, autoensamblados por
centros metalicos de Pd(I1) y Pt(I1) y substratos aromaticos.
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25 Klosterman, J. K.; Yamauchi, Y.; Fujita, M. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 1714.
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1.6 Moléculas mecanicamente entrelazadas: Catenanos.

Se puede decir que, en general, una molécula mecanicamente entrelazada es una
arquitectura molecular en la cual sus componentes se encuentran unidos por causa de su
topologia, y no por el efecto de enlaces quimicos.?® Asi, un [2]-catenano es quizas el
ejemplo mas sencillo de este tipo de agregados, al estar formado por 2 anillos entrelazados
fisicamente en forma de eslabones de una cadena, sin que exista ninguna unién quimica
(enlace) entre ellos. Si generalizamos esta definicidn, un [n]-catenano seria una entidad
molecular formada por n anillos que se encuentran entrelazados mecénicamente. El
estudio de los catenanos ha conducido a importantes avances, no sélo en el campo de la
quimica supramolecular, sino también en el desarrollo de otras disciplinas como la

biologia o la fisica.?’

En 1989 Stoddart y colaboradores documentan por primera vez la formacion de
un [2]-catenano debido al establecimiento de interacciones z-z. La formacién del
catenano se lleva a cabo en acetonitrilo combinando el compuesto Al con el macrociclo
A2y 1,4-bis(bromometilbenceno) A3 (Figura 8). EI mecanismo propuesto establece que
en primer lugar se produciria la interaccion entre el compuesto Al y el 1,4-
bis(bromometilbenceno) A3, para dar lugar a una especie tricatiénica con una bipiridina
cargada altamente z-deficiente, lo que provocaria el establecimiento de las interacciones
7-m con el macrociclo z-excedente, A2, para a continuacion producirse el cierre de anillo

que conduciria a la formacién del [2]-catenano.?®

Desde entonces, se obtuvieron diversos ejemplos de moléculas entrelazadas
gracias al establecimiento de este tipo de interacciones.?® Asi, ademas de las interacciones
m-w, el efecto hidrofébico también puede ser empleado para favorecer

termodindmicamente la formacién de macrociclos en disolucién acuosa.

26 Stoddart, J. F.; Carson J. B. The Nature of the Mechanical Bond: From Molecules to Machines. Wiley,
2016.

27 Gil-Ramirez, G.; Leigh, D. A.; Stephens, A. J. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6110.

28 Brown, C. L.; Philp, D.; Stoddart, J. F. Synlett 1991, 7, 459.

2 Barin, G.; Coskun, A.; Fouda, M. M. G.; Stoddart, J. F. ChemPlusChem. 2012, 77, 159.
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Figura 8: Primer [2]-catenano reportado por Stoddart, formado gracias al establecimiento de
interacciones z-dadoras/z-aceptoras.

Este fendémeno de catenacion por efecto hidrofébico en especies autoensambladas
fue descubierto por casualidad, en los conocidos como “magic rings” de Fujita (Figura
9). Asi, en disolucion acuosa, el macrociclo A6-Pd(11) se interconvierte espontaneamente
en el [2]-catenano A7-Pd(Il), gracias a la labilidad a temperatura ambiente del enlace
Pd(11)-N. A concentraciones bajas, el equilibrio se desplaza hacia la formacion del
macrociclo A6-Pd(11) y, por lo contrario, a concentraciones altas o en presencia de sales
gue incrementen el efecto hidrofébico, se forma cuantitativamente el correspondiente [2]-

catenano (Figura 9). %

30 Fujita, M.; Ibukuro, F.; Hagihara, H.; Ogura, K. Nature, 1994, 367, 720.
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Figura 9: Sintesis de un [2]-catenano “Magic ring” de Fujita. La coordinacion reversible del ligando A5
con Pd(1l) genera una mezcla interconvertible del macrociclo A6-Pd(ll) y el [2]-catenano A7-Pd(1l), con
el [2]-catenano favorecido termodinamicamente a altas concentraciones a través del establecimiento de
enlaces de hidrégeno.

Ademas de [2]-catenanos, en la literatura encontramos la formacion de catenanos
lineales con un mayor namero de anillos entrelazados, como el [3]-catenano de Sauvage

y Weiis,®! o el [5]-catenano de Stoddart,3? entre otros muchos ejemplos.

Posteriormente a los trabajos comentados, se documento la formacion de [n]-
catenanos con mas puntos de entrecruzamiento, dando lugar a diversas topologias
complejas, como nudos de Salomén, anillos de Borromeo, o estrellas de David. * Por
ejemplo, la estrella de David, descrita por David Leigh y colaboradores, consiste en un
[2]-catenano con un triple entrecruzamiento, obtenido a partir de la metatesis de alquenos

preorganizados espacialmente de forma adecuada (Figura 10).%

31 Sauvage, J.-P.; Weiss, J. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 6108.

32 Amabilino, D. B.; Ashton, P. R.; Reder, A. S., Spencer, N.; Stoddart, J. F. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
1994, 33, 433.

33 Peinador, C.; Blanco, V.; Quintela, J. M. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 620.

% Huang, S.-L.; Lin, Y.-J.; Hor, T. S. A,; Jin, G.-X. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 8125.

% Leigh, D. A.; Pritchard, R. G.; Stephens, A. J. Nat. Chem. 2014, 6, 978.
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Figura 10: Sintesis de un [2]-catenano con topologia de estrella de David.

1.7 Aplicaciones de los compuestos obtenidos mediante
autoensamblaje dirigido por centros metalicos

Los metalociclos con metales de transicion presentan, debido a sus propiedades,
aplicaciones en diversos campos. Muchas de estas propiedades, como veremos, estan
asociadas al hecho de que muchos metalomacrociclos presentan cavidades de
dimensiones y caracteristicas adecuadas para su comportamiento como receptores
moleculares. Ademas, una adecuada eleccién de ligandos y centros metalicos puede
modular las propiedades de la estructura autoensamblada, dando lugar a interesantes

comportamientos redox, fotofisicos, etc.

Por ejemplo, el interés actual en el desarrollo de los MOFs,*® ha aumentado la
busqueda de ligandos con propiedades redox. En este contexto, se han documentado
diversos metalociclos con propiedades redox, como los contenedores descritos por Sallé
con seis centros redox y con capacidad para albergar una molécula de perileno (Figura
11). Dichos contenedores se forman por el ensamblaje de un ligando derivado del
tiafulvaleno tetratdpico (posee cuatro piridinas en los extremos que se pueden coordinar
a centros metéalicos), con centros metélicos de paladio y platino. Los estudios de

voltametria ciclica del contenedor resultante muestran dos procesos oxidativos, tanto para

%Yin, Z.; Zhou, Y.-L.; Zeng, M.-H.; Kurmoo, M. Dalton Trans. 2015, 44, 5258.
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el contenedor de paladio como el de platino, atribuibles a TTF y a las unidades de

ferroceno, con cuatro electrones intercambiados en cada caso.®’

Figura 11: Contenedor descrito por Sallé con seis centros redox (uno por cada ligando y uno por cada
centro metalico) capaz de encapsular una molécula de perileno.

También se han mostrado ejemplos de metalociclos con interesantes propiedades
fotofisicas, debido principalmente a las caracteristicas de sus componentes de partida.
Ademas, en los contenedores supramoleculares con centros metalicos de platino, se
comprobd que las propiedades emisivas de los constituyentes disminuyen en presencia

del platino con respecto al ligando libre.®

Ademas, los contenedores supramoleculares pueden actuar como sensores,
interaccionando con un determinado sustrato y generando una respuesta dptica. En este
contexto, Mukherjee y colaboradores han presentado recientemente un prisma tetragonal
(Figura 12), que presenta propiedades emisivas debido a la presencia en su estructura de

dos unidades de pireno.

%7 Bivaud, S.; Goeb, S.; Croué, V.; Dron, P. 1.; Allain, M.; Sallé, M. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 10018.
3 a) Chen, J. S.; Zhao, G. J.; Cook, T. R.; Sun, X. F.; Yang, S. Q.; Zhang, M. X,; Han, K. L.; Stang, P. J.
J. Phys. Chem. A. 2012, 116, 9911; b) Chen, J. S.; Zhao, G. J.; Cook, T. R.; Han, K. L.; Stang, P. J. J. Am.
Chem. Soc. 2013, 135, 6694.
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Figura 12: Autoensamblaje de un prisma tetragonal.
El prisma tetragonal disefiado tiene la capacidad de actuar como sensor de
compuestos nitroaromaticos (2,4-dinitrotolueno, 1,3,5-trinitrotolueno, y acido picrico).
Asi, al ir adicionando cantidades crecientes de TNT, las propiedades emisivas del

contenedor supramolecular van disminuyendo.*

Ciertas propiedades de los contenedores supramoleculares los hacen
especialmente interesantes en el campo de la biologia. Actualmente, los avances en el
autoensamblaje dirigido por centros metalicos, han permitido la obtencidn de metalocajas
de tamafio comparable al de las biomoléculas permitiendo su encapsulacion, pudiendo
actuar asi como chaperonas moleculares. Asi, por ejemplo, se ha preparado un complejo
PdioLos con forma esférica para la encapsulacion de una proteina reguladora, la
ubiquitina. El procedimiento consiste en adicionar un ligando bidentado unido a una
ubiquitina a una disolucion de Pd(11) y de un ligando adicional (Figura 13). La obtencion
de la esfera correspondiente encapsulando una ubiquitina fue corroborada por RMN,

ultracentrifugacion y cristalografia de Rayos X.*°

39 Shanmugaraju, S.; Jadhav, H.; Patil, Y. P.; Mukherjee, P. S. Inorg. Chem. 2012, 51, 13072.

40 a) Ueno, T.; Watanabe, Y.; Coordination Chemistry in Protein Cages: Principles, Design, and
Applications. Wiley-VHC, Weinheim, 2013; b) Fujita, D.; Suzuki, K.; Sato, S.; Yagi-Utsumi, M.;
Yamaguchi. Y.; Mizuno. N.; Kumasaka. T.; Takata. M.; Uchiyama, S.; Kato, K.; Fujita, M. Nature
Commun. 2012, 3, 1093.
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Figura 13: Sintesis de una esfera M1,L,4 acomodando una molécula de la proteina ubiquitina.
1.8 Antecedentes

1.8.1 Ensamblaje de ligandos derivados de N-monoalquil-4,4'-
bipiridinio 'y  2,7-diazapireno con centros  metalicos
planocuadrados de Pd(I1) y Pt(Il)

En el contexto del autoensamblaje dirigido por centros metélicos, el grupo de
investigacion en el que se ha llevado a cabo la presente tesis, ha desarrollado durante la
ultima década una estrategia de ensamblaje de ligandos derivados de N-monoalquil-4,4'-
bipiridina/2,7-diazapireno con centros metalicos de Pd(Il) y Pt(Il), que ha permitido la
obtencion de metalociclos con diversos tamafios, formas, nimero de cargas, etc. Algunos

ejemplos representativos de dichos metalociclos se presentan en la Figura 14.

Metalociclos M2L2 rectangulares  Metalociclos MI1L1 rectangulares Metalociclos M2L2 cuadrangulares

i B S S ~ N M= Pd/Pt
Figura 14: Ejemplos de metalociclos desarrollados por el grupo de investigacion en el que se ha
desarrollado el presente trabajo.
Recientemente, el grupo ha expandido el estudio hacia la formacion de
metalociclos funcionalizados que han permitido, por ejemplo, la obtencion de
pseudo[1]rotaxanos empleando la estrategia del autoensamblaje dirigido por centros

metalicos y los procesos de autoclasificacion social integrativos (Figura 15).

4 Rama, T.; Blanco-Gomez, A.; Neira, I.; Domarco, O.; Garcia, M. D.; Quintela, J. M.; Peinador, C. Chem.
Eur. J. 2017, 23, 16743.
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A22

Figura 15: Estrategia sintética para la obtencién de pseudo[1]rotaxanos.

1.8.2 Formacién de complejos de inclusion y de moléculas
mecanicamente entrelazadas

Debido a la cavidad z-deficiente que presentan los metalociclos disefiados en el
grupo de investigacion, se ha estudiado con éxito su potencial para actuar como receptores
de sustratos de interés ambiental z-excedentes. A modo de ejemplo, se ha estudiado la
formacion del complejo de inclusion de la Figura 16 con un sustrato derivado del 1,5-
dioxinaftaleno. Los cambios observados en el espectro de RMN correspondiente y el
establecimiento de una banda de transferencia de carga seguida por UV-VIS permitieron

confirmar la formacion del complejo de inclusion 1:1.42

HO HO X o/_\dq

‘ \c A\ > <\ \N ';(jN D,0 < \N }:’dNN
SR e Wy
N NQ\Q ” ta QN’HQNQ\\@ o A
OL/OL/OH &o OH
A25 AZ6 A27

Figura 16: Formacion de un complejo de inclusion 1:1.

Una vez verificada la capacidad de los metalociclos para albergar sustratos en su
cavidad, se estudid la posibilidad de formar moléculas mecanicamente entrelazadas
haciendo uso del establecimiento de interacciones z-z entre el metalociclo z-deficiente y
un sustrato ciclofanico z-excedente. Asi, a modo de ilustracion y siguiendo con el
metalociclo del ejemplo anterior, se llevo a cabo la formacion del [2]-catenano de la
Figura 17 empleando como sustrato un ciclofano derivado de la hidroguinona. La
formacion del [2]-catenano fue confirmada por RMN 1D y 2D, y en el caso del

metalociclo de Pt(Il) también por espectrometria de masas.

42 Chas, M.; Abella, D.; Blanco, V.; Pia, E.; Blanco, G.; Fernandez, A.; Platas-lglesias, C.; Peinador, C.;
Quintela, J. M. Chem. Eur. J. 2007, 13, 8572.
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Figura 17: Formacion de un [2]-catenano

1.8.3  Sistemas constitucionalmente dindmicos
Uno de los objetivos fundamentales de la quimica supramolecular es la obtencién
de sistemas autoensamblados constitucionalmente dindmicos en los que se pueda
controlar la composicion del sistema en funcion de estimulos.*® La naturaleza es, sin lugar
a dudas, experta en crear arquitecturas complejas funcionales a través de la regulacion

espacial y temporal del ensamblaje de constituyentes simples.**

Siguiendo con esta linea de investigacion, el grupo ha documentado varios
ejemplos de este tipo de sistemas constitucionalmente dindmicos, como por ejemplo la
formacion de un sistema en el que el ensamblaje dirigido por Pd(Il) de un ligando en
“forma de L” puede conducir hacia la formacion del correspondiente metalociclo
[Pd2L2]*® y/o el complejo anillo dentro de anillo [PdsL4]**2. La especiacion de este sistema
se consigui6 controlar por medio de variaciones en la polaridad del disolvente, en la

dilucion, en la temperatura y mediante la adicion de plantillas (Figura 18).%°

4 Lehn, J.-M. Angew. Chem., Int. Ed., 2015, 54, 3276.

4 De, S.; Mahata, K.; Schmittel, M. Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 1555.

4 Alvarifio, C.; Platas-lglesias, C.; Blanco, V.; Garcia, M. D.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Dalton Trans.
2016, 45, 11611.
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Figura 18: Sistema constitucionalmente dindmico desarrollado por el grupo de investigacion. Estructura
del metalociclo, el catenano y el complejo de inclusién formados.

1.8.4  Estudios de interaccion con el ADN

La informacion genética de la mayoria de los organismos se encuentra almacenada
en el ADN, razdn por la cual, esta biomolécula es la principal diana farmacolégica de
muchos compuestos anticancerigenos. Por ejemplo, los metalofarmacos mas empleados
en quimioterapia son el cisplatino y sus analogos,*® los cuales se unen coordinativamente
al ADN. En este contexto, la mayoria de las investigaciones se han centrado en la
busqueda de agentes alquilantes del ADN, pero también se ha explorado la interaccion de
moléculas pequefias con la biomolécula de ADN, compuestos que podrian atravesar
facilmente la membrana, con particular énfasis en la intercalacion entre pares de bases o

union al surco. Ambos tipos de union han dado lugar al desarrollo de farmacos clinicos.*’

En contraposicion con la quimica sintética covalente, el autoensamblaje dirigido
por centros metalicos permite crear supramoléculas de dimensiones nanométricas

adecuadas para unirse eficientemente al ADN.?*2%8 En este contexto, los ligandos y

46 a) Hannon, M. J.; Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 280; b) Lippert, B. Cisplatin: Chemistry and Biochemistry
of a Leading Anticancer Drug, Wiley-VHC, Weinheim, 1999; c) Harper, B. W.; KrauseHeuer, A. M.;
Grant, M.P.; Manohar, M.; Garbutchcon-Singh, K. B.; Aldrich-Wright, Chem. Eur. J. 2010, 16, 7064.

47 Terenzi, A.; Ducani, C.; Blanco, V.; Zerzankova, L.; Westendorf, A. F.; Peinador, C.; Quintela, J. M.;
Bednarski, P. J.; Barone, G.; Hannon, M. J. Chem. Eur. J. 2012, 18, 10983.

4 Mendoza, O.; Bourdoncle, A.; Boulé, J.-B.; Brosh, R. M.; Mergny, J. L. Nucleic Acids Res. 2016, 44,
1989.
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metalociclos preparados en el grupo de investigacion podrian constituir excelentes
agentes de union al ADN. Ademas, dichos compuestos contienen cargas positivas que

podrian interaccionar con los grupos fosfato ionizados de la diana.

Por ello, dentro del siguiente capitulo de esta introduccion, se discutird
brevemente el papel de las distintas formas de ADN como dianas farmacologicas, asi
como las principales consideraciones respecto al disefio de agentes de union para dichas

biomacromoléculas.
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Introduccion Il. Interaccion de moléculas de pequefio
tamafio con el ADN

1.9 El Acido desoxirribonucleico

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una biomolécula en la cual se encuentra
codificada la informacion genética de la mayoria de organismos. La secuencia de esta
biomolécula define muchas caracteristicas de los organismos, desde los rasgos fisicos,
hasta la susceptibilidad a ciertas enfermedades. La informacion codificada en la secuencia
del ADN se pone en practica con la accion de las proteinas. La secuencia de ADN se
copia en moléculas de ARN, las cuales luego son usadas para codificar una secuencia
especifica de proteinas. Inherente a este proceso es la dramatica amplificacion de la
informacion genética: a partir de una Unica copia de ADN se crean multiples copias de
ARN, que a continuacion se usan para crear multiples proteinas. EI hecho de que la
informacidén del ADN sea regulada por proteinas, las cuales se unen al ADN, permite la
expresion de informacion en respuesta al medioambiente. La union de las proteinas al
ADN es normalmente reversible y no-covalente en la naturaleza. Con la secuencia de
muchos organismos dilucidada la atencion se centra en el modo de establecer
interacciones que permitan controlar la expresion génica. Este objetivo se puede alcanzar
disefiando ligandos capaces de unirse selectivamente a ciertas regiones del ADN que

resulten de interés.*62

1.10 La doble hélice del ADN

El ADN es una molécula relativamente sencilla desde el punto de vista de su
composicion y estructura. La unidad fundamental de la que se compone son los
nucledtidos, constituidos por la union de una molécula de azlcar (2'-desoxirribosa), una
base nitrogenada y un grupo fosfato. En el ADN se pueden encontrar cuatro tipos de bases
heterociclicas diferentes: adenina (A) y guanina (G), con esqueletos de purina y; citosina
(C) y timina (T), con esqueletos de pirimidina. Los nucle6tidos se unen unos con otros a
través de los grupos fosfato que enlazan la posicion 3'-OH del anillo de desoxirribosa con
la posicion 5'-OH del siguiente dando lugar asi a una cadena polinucleotida que transcurre

por convenio en sentido 5'-3".

En 1953 Watson y Crick descubren la estructura tridimensional de la doble hélice

del ADN, lo que supuso una revolucion en la comprension de la biologia a nivel
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molecular.*® Esta estructura, denominada B-ADN, se forma por la unién de la cadena
polinucledtida en sentido 5'-3', con otra paralela que se dispone en sentido contrario a
través del establecimiento de enlaces de hidrogeno entre las bases A-T y C-G (Figura
19) y por el establecimiento de interacciones de apilamiento 7 entre pares de bases
consecutivos. La estructura B-ADN propuesta por Watson y Crick es la forma maés
frecuente en condiciones fisioldgicas, aunque se ha conseguido observar
cristalograficamente otras estructuras secundarias con forma de doble hélice que podrian
tener relevancia biolégica como son la forma Z-ADN (la doble hélice gira hacia la
izquierda a diferencia de la B-ADN) y la forma A-ADN (la doble hélice gira a la derecha

al igual que la B-ADN pero es més corta).*%*>0

Timina (T) Citosina (C)

i
X ,N X
A
o N Nu,

H. ,H// HN N,

O

(0] N 2
N \N NH ,
<N N/) N N/)\ITIH
s H

Adenina (A) Guanina (G)

Figura 19: Apareamiento de las bases nucleotidicas de la secuencia del ADN.
En la doble hélice del ADN, las bases se disponen hacia el interior de la estructura,
mientras que el esqueleto fosfato se dispone hacia el exterior, describiendo la forma de la
doble hélice, y definiendo los surcos caracteristicos de la estructura: surco mayor y surco

menor (Figura 20).

49 Watson, J. D., Crick, F. H. C. A. Nature 1953, 171, 737.
50 Alberts, B.; Johnson, A.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P. Molecular Biology of the Cell, 5%
edition, Wiley-VHC, Weinheim, 2008.
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Figura 20: Surcos mayor y menor de la estructura en doble hélice del ADN.

1.11 Modos de union intermolecular al ADN de doble
helice

La union de moléculas de pequefio tamafio al B-ADN puede tener lugar de cinco

maneras distintas: a través del reconocimiento del surco mayor, reconocimiento del surco

menor, union a la cadena principal de azucar fosfato, intercalacion entre los pares de

bases, union covalente o coordinacion de metales a las bases. Estos modos de interaccion

se estipularon en los afios 60, y son reconocidos ampliamente desde entonces como los

mas comunes.*62

A continuacion, se analiza mas en profundidad los modos mas frecuentes para las

moléculas de bajo peso molecular: intercalacion y union a los surcos.

1.11.1 Intercalacion
Una de las formas méas comunes de union de las moléculas pequefias al ADN es
a través del fendmeno de la intercalacion. Este modelo de union propuesto por primera
vez por Lerman en 1961,% supone la insercion del intercalante entre dos pares de bases

adyacentes a través de interacciones 7.4

51 Lerman, L. S. J. Mol. Biol. 1961, 3, 18.
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Los intercalantes del ADN de doble hélice clasicos suelen ser moléculas con
anillos aromaéticos fusionados y con cargas positivas, siendo ejemplos tipicos el bromuro
de etidio y el yoduro de propidio (Figura 21).>2

Bromuro de etidio Yoduro de propidio

Figura 21: Representacion de la estructura quimica de agentes intercalantes.

En los ultimos afios ha crecido el interés en agentes intercalantes que incorporan
metales de transicion en su estructura (Figura 22).5® Los complejos metalicos presentan
dos ventajas esenciales que los convierten en potenciales agentes de unién al ADN. Por
un lado, el centro metalico actda en esencia como un ancla, sosteniendo el andamiaje de
ligandos, los cuales, pueden incorporar elementos de reconocimiento. En segundo lugar,
las ricas propiedades fotofisicas y electroquimicas de los centros metalicos de transicion
han permitido su empleo més alla de su mero uso pasivo como agentes de reconocimiento
molecular. Ademas, estas caracteristicas han permitido el uso de los complejos metalicos

en otros ambitos, desde marcadores fluorescentes de ADN a pruebas electroquimicas. 5

' . ,
\ Interacciones de Van der Waals

Enlace de hidrogeno

Figura 22: Estructura cristalina del metalointercalante A-a-[Rh {(R, R)-Meatrien} (phi))]** unido a la
secuencia 5-TGCA-3'.

52 Strekowski, L.; Wilson, B. Mutat. Res. 2007, 623, 3.

%3 Kielkopf, C. L.; Erkkila, K. E.; Hudson, B. P.; Barton, J. K.; Rees, D. C. Nat. Struct. Biol., 2000, 7, 117.
54 Zeglis, B. M.; Pierre, V. C.; Barton, J. K.; Chem. Commun, 2007, 4565.

% Erkilla, K. E.; Odom, D. T.; Barton, J. K. Chem. Rev., 1999, 99, 2777.
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1.11.2  Union al surco
Otro de los modos de unién, que presentan las moléculas de bajo peso molecular
que se asocian al ADN, es la union a los surcos a través del establecimiento
fundamentalmente de interacciones hidrofobicas con la pared del surco, enlace de

hidrogeno con los sustituyentes de las bases e interacciones de Van der Waals.

Un ejemplo clésico es el del 2-(4-aminofenil)-1H-indol-6-carboxamidina (DAPI)
que contiene anillos aromaticos no fusionados unidos a traves de enlaces que permiten a
la molécula adquirir la conformacion necesaria para unirse al surco menor del ADN de
doble hélice (Figura 23).4%

Figura 23: A) Representacion de la estructura quimica del agente de unién DAPI y B) Imagen de la
DAPI (rosa) unida al surco menor del ADN.

1.12  ADN cuadruple-G

Ademas de la estructura canonica de la doble hélice (fundamentalmente de tipo
B), el ADN puede adoptar otros tipos de estructuras secundarias no canonicas entre las

cuales se encuentra el ADN cuadruple-G.®

1.12.1 Latétrada-G
Las secuencias de ADN ricas en guaninas pueden ensamblar en tétradas conocidas
como tétradas-G. Esta capacidad de las guaninas para ensamblar en cuadrados
moleculares planares ha sido descubierta hace aproximadamente 40 afios.>” En estos
agregados cuatro residuos de guaninas se unen a través de ocho puentes de hidrégeno de

tipo Hoogsteen (Figura 24).%8

% Wang, G.; Vasquez, K. M. DNA Repair, 2014, 19, 143.
57 Gellert, M.; Lipsett, M. N.; Daves, D. R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1962, 48, 2013.
%8 Collie, G. W.; Parkinson, G. N. Chem. Soc. Rev., 2011, 40, 5867.
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Figura 24: Estructura de la tétrada-G.
1.12.2  ADN cuadruple

La formacion de G-tétradas en regiones ricas en guaninas da lugar a hebras de
tétradas helicoidales denominadas cuadruples-G. Los cuéadruples-G se pueden formar
intramolecularmente a partir de una Unica secuencia de 4&cido nucleico, o
intermolecularmente uniéndose dos 0 mas hebras. Las estructuras resultantes pueden
formar una amplia variedad de topologias dependiendo de la orientacion relativa de las

hebras, asi como el tipo de vueltas que unen las unidades de las regiones ricas en guaninas

(Figura 25).
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Figura 25: Estructura de A) tétrada-G y B) Ejemplos esquematicos de estructuras de ADN cuadruple-G.

Se ha sugerido que estas estructuras secundarias de ADN podrian estar

involucradas en la regulacién de algunos procesos bioldgicos clave. Por ejemplo, en el
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genoma humano las secuencias ricas en guaninas con potencial para formar el ADN
cuédruple se encuentran en los telémeros y en las regiones promotoras de ciertos
oncogenes. La identificacion de estas secuencias supone un nuevo mecanismo para el

desarrollo de potenciales antifarmacos capaces de interaccionar con el ADN cuadruple.®®

1.12.3  Papel del i6on metalico
La formacion de la estructura de ADN cuédruple-G en las regiones ricas en
guaninas es cinéticamente rapida y termodindmicamente estable bajo condiciones
fisioldgicas, particularmente en presencia de iones Na® o K*, que interaccionan
electrostaticamente con los grupos carbonilo de las guaninas.®® Particularmente, la
capacidad para estabilizar el canal central de la estructura cuddruple-G es mayor para el

ion K* que para el ion Na*.

La ubicacion precisa de un ién metalico depende de su radio ionico. Por ejemplo,
los cationes de potasio son demasiado grandes para ser acomodados en el plano de una
tétrada, pero pueden residir a una distancia equidistante entre dos tétradas sucesivas,
mientras que el cation sodio es lo suficiente pequefio para situarse en el plano de una

tétrada, aunque no siempre se sittia en esta disposicion.®:52

1.13  Relacion entre el ADN cuadruple-G y la telomerasa

1.13.1  Los telémeros

Los extremos finales de los cromosomas, conocidos como telémeros, son regiones
de ADN no codificante, esenciales en la estabilidad de los cromosomas ya que los
protegen de la degradacion y los reparan.®® El extremo terminal 3' del ADN telomérico se
encuentra en la forma de una Unica hebra sencilla rica en guaninas. Por ello, tal y como
se ha demostrado experimentalmente, esta secuencia puede dar lugar a estructuras
secundarias de ADN cuéadruple-G.®° En una célula viva, los telomeros se encuentran
rodeados de una gran variedad de proteinas que forman un complejo denominado como

complejo de “shelterin” que protege los teldmeros frente a la replicacion inapropiada del

ADN (Figura 26).%

5% Lam, E. Y. N.; Beraldi, D.; Tannahill, D.; Balasubramanian. Nature Comm. 2013, 4, 1796.

60 Chambers, V. S.; Marsico, G.; Boutell, J. M.; Di Antonio, M.; Smith, G. P.; Balasubramanian, S. Nature
Biotechnol. 2015, 33, 877.

61 Campbell, N. H.; Smith, D. L.; Reszka, A. P.; Neidle, S.; O' Hagan, D. Org. Biomol. Chem. 2011, 9,
1328.

62 Phillips, K.; Dauter, Z.; Murchie, A. L.; Lilley, D. M.; Luisi, B. J. Mol. Biol. 1997, 273, 171.

8 Sullivan, R. J.; Karlseder, J. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2010, 11, 171.

6 De Lange, T.; Genes Develop. 2005, 19, 2100.
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Figura 26: Representacion de las proteinas del complejo “shelterin”: TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POTF1

y anpl.65

En cada proceso de replicacion celular, los telémeros de las células normales
pierden informacion, acortandose progresivamente lo que conduce al envejecimiento
celular. La senescencia celular es el proceso por el cual las células diploides normales
dejan de dividirse. En un cultivo celular, los fibroblastos pueden Ilegar como maximo a
50 divisiones celulares antes de convertirse en senescentes. Este fendmeno se conoce
como senescencia replicativa y es el resultado del maximo acortamiento de los telomeros
hasta un punto critico, conocido como limite de Hayffick.%® Normalmente este estado de

las células es irreversible y generalmente conduce a la apoptosis.®’

1.13.2 Latelomerasa
En el afio 1985 Blackburn y colaboradores descubren una enzima responsable del
mantenimiento de la longitud de los telomeros: la telomerasa. Esta enzima es capaz de
alargar el ADN telomérico mediante la adicion de repeticiones sucesivas de
desoxirribonucledtidos. %8 Por ello, la telomerasa es esencial para el mantenimiento de la

integridad y estabilidad del genoma eucariota.

La telomerasa humana consta de dos subunidades principales: un componente

proteico con actividad catalitica (hTert), responsable de la adicion de los

8 Martinez, P; Blasco, M. A, Nat. Review. Cancer. 2011, 3, 161.

8 Hayflick, L.; Moorhead, P. S. Exp. Cell. Res. 1961, 25, 585.

67 Sintesis y estudios de interaccion de compuestos con capacidad de union al ADN cuadruple-G. Tesis
doctoral presentada por Katerina Duskova, Universidad de Alcala de Henares, 2005.

8 a) Blackburn, E. H.; Gall, J. G. J. Mol. Biol. 1978, 120, 33; b) Blackburn, E. H.; Greider, C. W.;
Henderson, E.; Lee, M. S.; Shampay, J.; Shippen-Lentz, D. Genome. 1989, 31, 553.
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desoxirribonucleotidos al extremo 3' del ADN telomérico y un componente de ARN

(hTR) que proporciona el molde para la sintesis de la secuencia telomérica (Figura 27).°

Telomerasa
Plantilla
ARN
; =
{ CCCAATCCC
N 4 '{n r‘rll‘ﬁéeier ':‘ LE;\G
o ' | | -— . :\ ‘:77_'_“ -3’
ADN 5 \
Nucleadtido

Figura 27: La telomerasa afiade desoxirribonucle6tidos al final del extremo 3'- del ADN telomérico.
La enzima telomerasa se encuentra sobreexpresada en torno al 85-90% de las
células cancerosas impidiendo que estas alcancen la etapa de senescencia o experimenten

apoptosis.”

El descubrimiento de la telomerasa junto con la identificacién de las secuencias
repetitivas de guaninas en los telémeros situados al final de los cromosomas generd un

importante interés en el estudio de la estructura del ADN cuadruple-G.

Las moléculas pequefias que se unen y estabilizan el ADN de estructura cuadruple-G
han demostrado inhibir la enzima telomerasa. Ademas, se ha demostrado recientemente
que la estabilizacién del ADN cuédruple, por moléculas pequefias, inactiva la actividad
transcriptacional de algunos oncogenes. Por ello, el ADN cuédruple se ha convertido en

una prometedora diana para el disefio selectivo de terapias anticancer.’

1.13.3 Oligonucledtidos de ADN cuadruple-G
Las secuencias repetitivas de guaninas con potencial para formar estructura
cuadruple se han localizado, ademas de en la regién telomérica, en las regiones
promotores de ciertos oncogenes y en el ARN. En los dltimos afios se han realizado

estudios en profundidad de la estructura y topologia del ADN/ARN cuadruple-G.”? A

8 Cong, Y.-S.; Wright, W. E.; Shay, J. W. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2002, 66, 407.

0 Kim, N. W.; Piatyszek, M. A.; Prowse, K. R.; Harley, C. B.; West, M. D.;Ho, P. L. C.; Coviello, G. M.;
Wright, W. E.; Weinrich, S. L.; Shay, J. W. Science. 1994, 266, 2011.

L Sun, D.; Guo, K.; Rusche, J. J.; Hurley, L. H. Nucleic Acids Res. 2005, 33, 6070.

23) Neidle, S.; Parkinson, G. N. Biochimie. 2008, 90, 1184; b) S. Neidle. Curr. Opin. Struct. Biol. 2009,
19, 239; ¢) Tong, C.; Wang, Y. Q.; Huang, Z. L.; Tan, J. H.; Huang, Z. S.; Chen, S. B. Molecules, 2008,
23, 493.
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continuacion se analizan las caracteristicas de los principales oligonucle6tidos que se van

a emplear en esta memoria:

h-Telo: es la seccion de ADN telomérico humano rico en guaninas. La secuencia
telomérica rica en guaninas puede plegarse formando una estructura cuadruple, y en esta

conformacion la telomerasa no es capaz de alargar su secuencia.”

hTERT: es un gen que codifica una subunidad catalitica de la enzima telomerasa.
Presenta diversas regiones con potencial para formar estructuras G4. La investigacion de
la secuencia rica en guaninas en el gen hTERT de longitud completa revel6 la formacion
de una estructura de cuaddruple-G apilada de extremo a extremo. Esta estructura consiste
en un cuadruple-G paralelo, formado por cuatro tractos de tétradas de guaninas
consecutivos, vinculado a otro, cuadruple-G atipico, formado por dos pares de tractos de
tétradas de guaninas consecutivos separados por un bucle de 26 bases. Este bucle de 26
bases probablemente forma una estructura de horquilla estable, lo que explicaria la

inesperada estabilidad de este cuadruple-G."™

Bcl2: es una region de ADN rica en guaninas capaz de formar ADN-cuédruple.
Dicha region codifica una proteina de membrana mitocondrial que desempefia un papel
esencial en la apoptosis celular. Se ha encontrado que dicha proteina se encuentra
sobreexpresada en una amplia gama de tumores humanos, incluidos linfomas de células

By T,y carcinomas de pulmon, de mama, de prostata, de cuello uterino y colorrectal.”™

c-Kit: es un oncogén que codifica una proteina receptora de la tirosina quinasa.
Las mutaciones asociadas a éste se encuentran en varios canceres humanos malignos,
siendo los tumores de estroma gastrointestinal los mas comunes. En el oncogén c-Kit se
localizan dos regiones ricas en guaninas con potencial para formar estructuras cuadruple-
G (c-Kitl y c-Kit2)."®

c-Myc: es un oncogén cuya expresion esta relacionada con la proliferacion celular

y la inhibicion de la diferenciacion, lo que lleva a su relacion con una serie de tumores

3 ) Dai, J.; Carver, M.: Punchihewa, C.; Jones, R. A.; Yang, D. Nucleic Acid Res. 2007, 35, 4927; b) Dai,
J.; Punchihewa, C.; Ambrus, A.; Chen, D.; Jones, R. A.; Yang, D. Nucleic Acid Res. 2007, 35, 2440.

™ Lim, K. W,; Lacroix, L.; Yue, D. J. E.; Lim, J. K. C.; Lim, J. M. W.; Phan, A. T. J. Am. Chem. Soc. 2010,
132, 12331.

5 a) Dai, J.; Chen, D.; Jones, R. A.; Hurley, L. H.; Yang, D. Nucleic Acids Res. 2006, 34, 5133; b) Agrawal,
P.; Lin, C.; Mathad, R. I.; Carver, M.; Yang, D. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 1750.

6 Phan, A. T.; Kuryavyi, V.; Burge, S.; Neidle, S.; Patel, D. J. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 4386.
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humanos y animales, como son el cancer de mama, colon y cuello uterino, cancer de

pulmon celular, osterosarcomas, glioblastomas y leucemias mieloides.””

ARN cuédruple: Se ha demostrado que las secuencias de ARN ricas en guaninas
(TERRA/ telRNA) también forman, al igual que el ADN, estructuras cuadruple-G

estables en solucion.”

ADN nl: Es una secuencia de ADN rica en guaninas que en disolucion forma

estructuras cuadruples paralelas sin surcos.’®

VEGF: Es un gen que codifica una proteina sefializadora implicada en la
angiogenésis y juega un papel importante en la supervivencia y crecimiento de tumores.
Dicho gen contiene una regién rica en guaninas que es esencial para la expresion del gen

VEGF y que forma en solucion estructura cuadruple.®

Las estructuras plegadas de algunos de los diferentes oligonucle6tidos analizados,

de acuerdo con el banco de proteinas RCSB, se muestran en la Figura 28:

o-Kit-1 RNA (TERRA)

Figura 28: Estructura plegada de oligonucleétidos de ADN o ARN cuadruple.

7 Siddiqui-Jain, A.; Grand, C. L.; Bearss, D. J.; Hurley, L. H. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2002, 99,
11593.

8 Collie, G. W.; Haider, S. M.; Neidle, S.; Parkinson, G. N. A. Nucleic Acid Res. 2010, 38, 5569.

9 Nicoludis, J. M.; Barrett, S. P.; Mergny, J. L.; Yatsunyk, L. A. Nucleic Acids Res. 2012, 40, 5432.

8 Agrawal, P.; Hatzakis, E.; Guo, K.; Carver, M.; Yang, D. Nucleic Acid Res. 2013, 41, 10584.
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1.14  Ligandos de union al ADN cuadruple-G

Desde que se descubrid la capacidad de pequefias moléculas con afinidad por el
ADN cuédruple-G para inhibir la accion de la enzima telomerasa, se han descrito en la
bibliografia un gran nimero de nuevos ligandos. Las interacciones entre los ligandos y el
ADN cuadruple se producen en la mayoria de los casos por establecimiento de
interacciones z-x Yy electrostaticas. La union se puede producir a través de la interaccion
con las tétradas externas del cuadruple-G, la unién a los surcos, bucles o una combinacién
de los distintos modos de interaccion. En el caso del ADN cuadruple, la intercalacion de
los ligandos entre las bases no se considera viable debido a la presencia de cationes

monovalentes en el canal central 8!

Un ejemplo representativo de ligandos con capacidad para unirse al ADN
cuadruple-G son las porfirinas. Su estructura contiene un sistema de dobles enlaces
conjugados ideal para el establecimiento de interacciones z con las tétradas de guaninas.
En 1998 se publica el primer estudio de la interaccion de un derivado de porfirina (Figura
29) con el ADN cuadruple-G.8 Los resultados de la interaccion de TMPyP4 con el ADN
cuadruple-G indicaron una baja selectividad del derivado de porfirina por el ADN
cuadruple frente al ADN de doble hélice, por lo que el TMPyP4 se suele utilizar como

referencia en el estudio de agentes de unién a ADN cuadruple-G.

Figura 29: Estructura del tetracloruro de tetra-N-metilporfirina (TMPyP4).

Los agentes de unidn ideales deberian no sélo ser capaces de unirse fuertemente
al ADN cuadruple, como la porfirina analizada, sino que también deberian exhibir una
elevada selectividad por el ADN de estructura cuadruple-G frente al ADN de doble hélice.
La mayoria de los compuestos que son capaces de unirse al ADN publicados hasta la

fecha se basan en sistemas organicos con heterodtomos y estructura planar que son

81 QOlsen, C. M.; Gmeiner, W. H.; Marky, L. A. J. Phys. Chem. B. 2006, 110, 6962.
8 Anantha, N. V.; Azam, M.; Sheardy, R. D.; Biochemistry, 1998, 37, 2709.
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capaces de interactuar a traves de interacciones z-z con los cuartetos-G situados al final
de la estructura del ADN cuadruple.®® Sin embargo, se podrian tener en cuenta otras
caracteristicas estructurales de la biomolécula diana a la hora de disefiar compuestos con

capacidad de union a ésta (Figura 30).

Asi, la estructura de ADN cuadruple contiene distintos bucles y surcos con los
cuales podrian interaccionar los ligandos disefiados, o incluso se podrian establecer
interacciones con el esqueleto fosfato y bases de ADN. Ademas, el ADN cuadruple
presenta un canal central cuya estructura puede albergar metales alcalinos, lo cual podria
tenerse en cuenta a la hora de disefar los posibles ligandos.®* En base a las caracteristicas
estructurales del ADN cuédruple, los ligandos que se han preparado poseen extensas
superficies m aromaticas y cargas positivas cerca del centro de las moléculas o en los lados
de los brazos para incrementar la afinidad por los surcos del ADN. Estas caracteristicas
han sido disefiadas considerando la estructura del ADN cuadruple y atendiendo a su

viabilidad sintética empleando las multietapas tradicionales de la sintesis covalente.®

8 a) Arola, A,; Vilar, R. Curr. Top. Med. Chem. 2008, 8, 1405; b) Monchaud, D.; Teulade-Fichou, M. P.
Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 627; ¢) Ou, T. M.; Lu, Y. J.; Tan, J. H.; Huang, Z. S.; Wong, K. Y.; Gu, L. Q.
ChemMedChem. 2008, 3, 690.

8 Georgiades, S. N.; Abd Karim, N. H.; Suntharalingam, K.; Vilar, R. Angew. Chemie Int. Ed., 2010, 49,
4020.
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Figura 30: Caracteristicas estructurales del ADN cuadruple que pueden actuar como dianas de unién con
moléculas disefiadas para tal fin.

1.15  Estudios de interaccion de metalociclos
autoensamblados de Pt(11) con el ADN

Una estrategia particularmente atractiva para la construccion eficiente y modular
de agentes de unién al ADN cuadruple seria el uso de procesos de autoensamblaje
supramolecular en lugar de la sintesis covalente. Esta estrategia permite sintetizar
complejas estructuras desde simples bloques de construccion, en una Gnica operacion y a
menudo cuantitativamente, permitiendo la construccion de una amplia libreria de
potenciales agentes de union. Este método resultaria en moléculas de dimensiones
nanométricas con distintas propiedades estructurales, que serian inalcanzables usando la
convencional sintesis quimica covalente.®® En este contexto, y como se ha discutido
anteriormente en este trabajo, el autoensamblaje dirigido por centros metélicos permite
ademas un adecuado control sobre la topologia de los agentes de union disefiados, lo que

la convierte en una estrategia sintética altamente atractiva.

8 Oleksi, A.; Blanco, A. G.; Boer, R.; Uson, I.; Aymami, J.; Rodger, A.;Hannon, M. J.; Coll, M. Angew.
Chem., Int. Ed. 2006, 45, 1227.
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En este contexto, en el afio 2008, Sleiman y colaboradores documentan la
capacidad del metalociclo PtsLs de Fujita A34 para unirse al ADN cuédruple y para
inhibir la accidn de la telomerasa a traves de ensayos de desnaturalizacion térmica por

resonancia de fluorescencia y ensayos enzimaticos.%

Los estudios de modelaje molecular combinando Docking con simulaciones
dinamicas (MD), muestran que el modo de unién mas favorable es aquel en el que el
metalociclo de platino se coloca paralelo a la tétrada de guaninas terminal (Figura 31).
En esta disposicion las distancias Pt-P son consistentes con el establecimiento de
interacciones electrostaticas entre los &tomos de platino del metalociclo y el esqueleto
fosfato del ADN cuéadruple. Ademas, se observé que los grupos NH: de los ligandos de
etilendiamina establecerian enlaces de hidrogeno con los hidrogenos enlazados a los
oxigenos de los grupos fosfato. Todo contribuiria a una fuerte afinidad del metalociclo de

Pt por el ADN cuéadruple.

Figura 31: Representacion esquemadtica del potencial modo de interaccion del metalociclo PtsLs de
Sleiman y colaboradores con el ADN cuadruple, obtenida mediante docking molecular.%

A través de ensayos FRET y TRAP, los autores demostraron que el metalociclo
mostraba una elevada afinidad por el ADN cuadruple y que era capaz de inhibir
eficientemente la actividad de la telomerasa, confirmando asi las predicciones de los

estudios de modelaje molecular.

Posteriormente, en el afio 2012, Mao y colaboradores presentan dos nuevos
metalociclos (Figura 32) con ligandos puentes de quinoxalina que estabilizan
selectivamente el ADN cuadruple de la zona telomérica humana con altas constantes de

8 Kieltyka, R.; Englebienne, P.; Fakhoury, J.; Autexier, C.; Moitessier, N.; Sleiman, H. F. J. Am.
Chem. Soc., 2008, 130, 10040.
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afinidad (107-10%). Ambos metalociclos (A35a y A35b) muestran una significativa

inhibicion de la telomerasa y eficacia anticancerigena.®’

{\NHZQHzNﬂ l}lHe,Q NH;

HoN- Pt N N Pt NH, 3N Pt-N N Pt NH3
HoN— Pt N N Pt NH2 H3N— Pt N N Pt NH3
/)
”N”QO - ““@
A35a A35b

Figura 32: Estructura de los metalociclos de Pt(11) A35a y A35b.
La estequiometria del sistema se evalu6 mediante un Job Plot, que dio como
resultado que la insercion de los metalociclos A35a y A35b con el ADN cuadruple es
aproximadamente 0.14. Este resultado se corresponde con un radio estequiométrico

complejo/ cuadruple 6:1 (Figura 33).

/;'\ °© o
(\'\ " (: !:‘.:x\\ ) "-i"
'\‘})V Y e— ¢

Figura 33: Modo de unién del metalociclo de Mao y colaboradores al ADN cuédruple.

Recientemente, se han documentado dos nuevos metalociclos ML basados en un
ligando de terpiridina con una unidad de guanosina coordinados a centros metalicos de
Pd(I1) y Pt(Il) (Figura 34). Se analizé su capacidad de interaccionar con el ADN de doble
hélice y cuadruple, mediante ensayos de desplazamiento de intercalante por fluorescencia
(FID), por energia de trasferencia de resonancia de fluorescencia (FRET), y por
espectrometria de masas electroespray (ESI-MS). Los estudios mostraron que los
complejos dinucleares presentados son capaces de interaccionar selectivamente con la

secuencia de ADN cuédruple (h-Telo y c-Myc), frente a la secuencia de ADN de doble

87 Zheng, X. H.; Chen, H. Y.; Tong, M. L.; Ji, L. N.; Mao, Z. W. Chem. Commun., 2012, 48, 7607.
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hélice, y que ademas con capaces de inducir la dimerizacién de las estructuras paralelas
de ADN cuadruple.®

A36

Figura 34: Estructura del metalociclo de Pt(I1) A36.

En este contexto, en el afio 2002, el grupo de investigacion, documentd la
capacidad de un metalociclo de Pt(l1) rectangular basado en el 2,7-diazapireno para unirse
al ADN de doble hélice con una constante en el rango micromolar (Figura 35),
interfiriendo en la transaccion del ADN in vitro, y resultando en un compuesto que
muestra niveles de eficacia similares a los del cisplatino, pero diferente espectro de
actividad.*’

Figura 35: Estudio de la interaccién de un metalociclo de Pt(I1) reportado por el grupo de investigacion
con ADN de doble hélice y de su efecto in vitro.

88 Ghosh, S.; Mendoza, O.; Cubo, L.; Rosu, F.; Gabelica, V.; White, A. J. P.; Vilar, R. Chem. Eur. J.,
2014, 20, 4772.
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2. OBJETIVOS

En los dltimos afios, en el grupo de investigacion en el que se ha llevado a cabo la
presente tesis doctoral, se ha desarrollado una estrategia de autoensamblaje que permite
la sintesis de metalociclos basados en ligandos de 4-4"-bipiridinio/2,7-diazapirenio y
centros metalicos de Pd(Il) y Pt(Il). Recientemente, tal y como se ha comentado en la
introduccidn, se ha explorado con éxito la capacidad de uno de los metalociclos de Pt(1l)
disefiado a partir de un ligando basado en el 2,7-diazapireno para interaccionar con el
ADN de doble hélice.*’

En este contexto, el objetivo del presente trabajo se centra en el disefio y sintesis
eficiente mediante autoensamblaje de metalociclos de Pt(ll), los cuales seran utilizados
para el posterior estudio de su potencial agentes de union al ADN. Se propone asi el
estudio de compuestos de tipo PtiL1 y PtzL2 de distinta topologia y funcionalizacion
autoensamblados a partir de sales de mono/dialquil-4-4-bipiridinio/2,7-diazapirenio
como ligandos bidentados, y complejos plano-cuadrados de Pt(I1) como centros metélicos
con dos posiciones labiles. En base a dicho objetivo general, el trabajo se estructura en

tres partes:

1. Autoensamblaje mediante sintesis asistida por microondas de metalociclos de
tipo PtzL2 y PtiLa.

Se propone la sintesis de metalociclos PtiLi y Pt:L2 con diversa topologia
(Figuras 36 y 37). Para llevar a cabo la sintesis de los metalociclos de tipo PtzL2 (Figura
36), se emplearian rutas sintéticas ya reportadas con anterioridad por el grupo de
investigacion, tanto para la sintesis de los ligandos como para el autoensamblaje dirigido

por centros de Pt(11) de éstos en los correspondientes metalociclos.*>

8 Blanco, V.; Chas, M.; Abella, D.; Pia, E.; Platas-Iglesias, C.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Org. Lett.
2008, 10, 409; b) Blanco, V.; Gutiérrez, A.; Platas-Iglesias, C.; Peinador, C.; Quintela, J.M. J. Org. Chem.
2009, 74, 6577; ¢) Lopez-Vidal, E. M.; Blanco, V.; Garcia, M. D.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Org. Lett.
2012, 14, 580; d) Autoensamblaje de nuevos metalociclos, complejos de inclusion y moléculas
mecanicamente entrelazadas. Tesis doctoral presentada por Cristina Alvarifio, Universidade de A Corufia,
2015; e) Chas, M.; Blanco, V.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Org. Lett. 2007, 9, 675.
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Figura 36: Metalociclos de tipo PtoL. previamente reportados.

Por otra parte, en el caso de los metalociclos de tipo PtiL1, se propone el desarrollo
de una nueva metodologia para la sintesis de los ligandos constituyentes, que permita
obtener por lo tanto los consiguientes metalociclos de una forma més eficientemente. La
nueva ruta deberd resultar versatil para poder preparar, ademas de los metalociclos
reportados con anterioridad,*>® nuevos metalociclos mononucleares con diversa
topologia y funcionalizacién (Figura 37). En este contexto, los nuevos metalociclos
reportados en el presente trabajo se caracterizardn mediante técnicas de RMN

mono/bidimensional, asi como mediante espectrometria de masas.

e g Q_C

X
Y=Y, '
N*\ / NPt NH, N\ N Pt NH»
H2N H2N

M6:R=-

M1:R= -, X=4- =-
R= -, X= 4-Mepy, Y M7:R=CH,CH,CO,Et

M2: R= -, X= 3-Mepy, Y= -

M3: R= -, X=4 -MeQ, Y= -

M4:R= -, X=4- Mepy, Y= CH

M5: R= CH,CH,OH, X= 4-Mepy; Y= -

Figura 37: Metalociclos de tipo PtiL1 reportados (M1-M3), y nuevos metalociclos (M4-M7) PtiLs.
2. Estudio de la interaccion de los compuestos preparados con diversas formas
de ADN como diana farmacoldgica.
Se pretende evaluar aqui la interaccion y selectividad de los metalociclos tanto

con el ADN de estructura de doble hélice como cuadruple. Complementariamente, se

estudiaria tanto la interaccion de los metalociclos como la de los ligandos componentes

% Blanco, V.; Abella, D.; Rama, T.; Alvarifio, C.; Garcia, M. D.; Peinador, C.; Quintela, J. M. RSC Adv.,
2016, 6, 80181.
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de los mismos (al presentar potencial como agentes intercalantes del ADN). Se trata de
establecer tanto la fortaleza y tipologia de la interaccion, como su selectividad frente a
diversos tipos de polinuclettidos (ARN, ADN de cadena simple o doble, cuadruplexes,
etc.).

Asi, en este apartado se propone en primer lugar el estudio de tres metalociclos de
tipo Pt2L2 cuadrangulares,® que difieren entre si en el tamafio de la cavidad y que son
similares en forma al desarrollado por Fujita (ver introduccion, seccion 1.16). Se trataria
con este trabajo de evaluar la influencia del tamafio de la cavidad en la interaccion con el
ADN. En segundo lugar, se propone el estudio de la interaccion con diversas formas de
ADN de una libreria de metalociclos estructuralmente mas amplia, que incluye
diferencias en el tamafio, nuclearidad, funcionalizacion, etc.

En ambos casos, los estudios de interaccion se llevarian a cabo mediante la
utilizacion de técnicas espectroscopicas (CD, UV-Vis, Fluorescencia), asi como mediante
ensayos de desnaturalizacion térmica por FRET.

3. Estudios biolégicos.

Aguellos compuestos con un mejor perfil de interaccion, serian sujetos a estudios
posteriores para determinar su citotoxicidad y capacidad para traspasar membranas
biologicas. Para llevar a cabo los estudios de internalizacién celular se propone
seleccionar un metalociclo que ademas de ofrecer un buen perfil de interaccion resulte

fluorescente.
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3. DISCUSION DE RESULTADOS:

A lo largo de la presente memoria, dividida en tres capitulos, se estudiara como
objetivo principal la capacidad de diversos metalociclos de tipo PtoLo y Ptil: para
interaccionar con el ADN de doblé hélice y cuadruple. Asi, ha de especificarse que,
mientras que todos los metalociclos de tipo Pt2L. ya habian sido publicados por el grupo
de investigacion, aquellos de tipo Pt;L1, nuevos o ya conocidos, presentaban deficiencias
en los métodos conocidos de sintesis.*>* Por ello, en el primer capitulo se discute una
nueva estrategia sintética que mejora la obtencion de dichos metalociclos de tipo PtiL1,
desarrolldndose asi un protocolo de preparacion mejorado para ligandos ditopicos
derivados de viologenos (sales de N,N’-dialquil-4,4’-bipiridina y analogos), y sus
correspondientes metalociclos mononucleares. Se estudiard dentro de este contexto el
autoensamblaje de los nuevos ligandos en torno a centros metalicos de Pd(Il) y Pt(1l),

ademas de analizar su potencial como receptores de sustratos aromaticos.

En el segundo capitulo, se aborda el estudio espectroscopico de la interaccién de
los ligandos y metalociclos con ADN de déble hélice y cuadruple. Este capitulo se divide
en dos secciones, donde la primera se centra en el estudio de la interaccion con las
biomoleculas diana de metalociclos PtoL, cuadrangulares de distintos tamafios. En la
segunda seccion se aborda el mismo tipo de estudio, esta vez para una amplia familia de
metalociclos mono y dinucleares con una mayor variedad estructural (en tamafio, forma,

carga y distribucion de la misma).

En el tercer y ultimo capitulo, y a modo de ejemplificacién del potencial de los
compuestos preparados en el campo de la biomedicina, se discutird brevemente la
actividad bioldgica de algunos de los metalociclos preparados. Al igual que en el capitulo
anterior, éste se estructura en dos secciones. En la primera se estudia la actividad
bioldgica de los metalociclos M2L. cuadrangulares frente a diversas células cancerigenas,
y su influencia en la expresion de genes con estructuras de ADN-cuadruple en sus
regiones promotoras. Por ultimo, los metalociclos estudiados en la segunda seccion del
capitulo anterior que ofrecen un mejor perfil de interaccion con ADN cuadruple, son

sometidos a ensayos bioldgicos de distribuccion celular.
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Capitulo I. Metalociclos

3.1 Metalociclos seleccionados para el estudio de su
interaccion con ADN

3.1.1 Introduccion

Como se ha discutido en el apartado de introduccion, en contraposicion con la
quimica sintética covalente, el ensamblaje dirigido por centros metélicos ha permitido
crear supramoléculas con dimensiones adecuadas para unirse eficientemente al ADN.*8
En este contexto, la estrategia de autoensamblaje dirigido por centros metélicos de Pt(I1)
de ligandos derivados de N-monoalquil y N,N-dialquil-4,4’-bipiridinio desarrollada por
el grupo de investigacion, constituye una metodologia versétil para la preparaciéon de
especies policatidnicas de diversas formas y dimensiones nanomeétricas, caracteristicas

muy interesantes para su estudio como potenciales agentes de union al ADN.

Como se ha comentado en el apartado de antecedentes, los prometedores
resultados de interaccion con el ADN del metalociclo A37 de tipo Pt.L. preparado
previamente por el grupo de investigacion,*” Ilevaron a plantearse en la presente tesis
doctoral el ensamblaje de diversos ligandos y de sus metalociclos de tipo PtiL1 y PtoLo
para el estudio de su interaccion con diversas formas de ADN. Los metalociclos PtoL.
seleccionados ya habian sido preparados eficientemente con anterioridad en el grupo de

investigacion.®

Sin embargo, en el caso de los metalociclos PtiL1, se encontraron deficiencias con
respecto a su sintesis, por lo que se decidi6 disefiar una nueva estrategia mas versatil que
permitiese tanto aumentar los rendimientos en los metalociclos ya conocidos como

preparar eficientemente nuevos analogos de éstos.

3.2 Metalociclos mononucleares
3.2.1 Antecedentes

Los violdgenos son sales disustituidas de 4,4’-bipiridinio que se forman por la
dialquilacion o diarilacion de la 4,4’-bipiridina. EI nombre comun de violdgeno deriva de
Michaelis, que observo la aparicion del color violeta al reducirse el paraquat (1,1'-dimetil-
4,4'-bipiridinio) para formar su cation radical. %

°1 ) Monk, P. M. S. The Viologens: Physicochemical Properties, Synthesis, and Applications of the Salts
of 4,4'-bipyridine; John Wiley & Sons: Chichester, 1998; b) Monk, P. M. S.; Fairweather, R. D.; Duffy, J.
A.; Ingram, M. D. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 11, 1992, 2039.
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Los violdgenos exhiben una rica electroquimica (Esquema 1), que ha permitido
el desarrollo de dispositivos de impresion y pantallas.®? Asi, estos compuestos pueden
encontrarse en tres formas redox siendo la mas estable de ellas la del dication de
bipiridinio (bipm*?). En esta forma redox normalmente son incoloros en estado puro, a
no ser, que exista una transferencia de carga con el contraion. El segundo estado redox de
los compuestos de bipiridinio es el del cation radical (bipm™) formado por la ganancia de
un electrén del dication. Estos suelen ser compuestos estables al aire e intensamente
coloreados debido al establecimiento de una banda de transferencia de carga. La tercera
forma redox, el direducido viologeno (bipm?©), se forma por la ganancia de un electron del
respectivo cation radical o por la ganancia de dos electrones del correspondiente

dicatién.992

— — +e — — +e - —
N "R =—= R-N{ . N-R R-N — N-R
)R ) e Ol

bipm* bipm?

Esquema 1: Diversas formas redox de los viol6genos

Ademas de por sus propiedades redox, los viol6genos destacan también debido a
su deficiencia electronica, siendo ampliamente utilizados en quimica supramolecular

como componentes z-aceptores.®

En los dltimos afios, nuestro grupo de investigacion ha sido pionero en el
desarrollo de una estrategia de autoensamblaje dirigida por centros metalicos de Pd y
Pt(I1), que emplea viol6genos y derivados como componentes de ligandos ditdpicos. En
concreto, en la Gltima década se ha publicado la obtencion de los ligandos ditépicos L1-
L3 (Esquema 2) que contienen violdgenos en su estructura, y que se obtuvieron mediante
reacciones de sustitucién nucleéfila. Como cabria esperar, su ensamblaje en torno a
centros metalicos de Pd(I1)/Pt(1l) conduce a la formacién de los metalociclos M1-M3,

con utilidad como receptores moleculares o0 en la construccion de supramoléculas

%2 3) Monk, P.; Mortimer, R.; Rosseinsky, D. Electrochromism and Electrochromic Devices, Cambridge
University Press, Cambridge, 2007; b) Bird, C. L.; Kuhn, A. T.; Chem. Soc. Rev., 1981, 10, 49.

% a) Yoon, K. B. Chem. Rev. 1993, 93, 321; b) Nishikiori, S. I.; Yoshikawa, H.; Sano, Y.; lwamoto, T. Acc.
Chem. Res. 2005, 38, 227; ¢) Balzani, V.; Credi, A.; Mattersteig.; Matthews, O. A.; Raymo, F. M.; Stoddart,
J. F.; Venturi, M.; White, A. J. P.; Williams, D. J. J. Org. Chem. 2000, 65, 1924; d) Deska, M.; Kozlowska,
J.; Sliwa, W. ARKIVOC, 2013, 66.
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entrelazadas.*2%°
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L2: X=N,Y = CH desde L2: M2a (M = Pd), M2b (M = Pt)
L3: X = CH, Y = N, R,R = (CH=CH), desde L3: M3a (M = Pd), M3b (M = Pt)

Esquema 2: Autoensamblaje de los metalociclos M1-M3 previamente reportados por el grupo de
investigacion que contienen un violdgeno en su estructura.

A pesar de que el proceso de ensamblaje ocurre bajo estrictas condiciones de
control termodindmico, pudiéndose ensamblar los metalociclos con rendimientos
cuantitativos, la preparacion de estas especies ha estado limitada por la viabilidad sintética
de la formacion de los ligandos L1-L3, que se obtenian con bajos rendimientos mediante

reacciones sucesivas de sustitucion nucleéfila sobre la 4,4°-bipiridina.*?*

3.2.2 Desarrollo de una nueva estrategia sintetica para los ligandos L1-L3.
Con el objetivo de preparar de manera mas eficiente este tipo de ligandos, se ha
desarrollado en el presente trabajo una nueva metodologia sintética, a travées de la cual,

se consigue mejorar y simplificar su preparacion.

Como se ha mencionado previamente, la sintesis publicada de ligandos basados
en violdgenos asimétricamente sustituidos resulta bastante problematica (ruta A,
Esquema 3). Dicha ruta, se basaba en la alquilacion secuencial de la 4,4’-bipiridina (2),
primero con 1,4-bis(bromometil)benceno (1), seguida de la reaccion con derivados
halogenados de metilpiridina/metilquinolina. Aunque, en la primera etapa, se puede
obtener el precursor simétrico 3 con buen rendimiento, en escala de gramos, empleando
un gran exceso de 4,4’°-bipiridina; es en la segunda etapa en la que baja considerablemente
el rendimiento. Esto se debe, a la formacion de productos polialquilados resultantes de la
presencia de diferentes puntos con una nucleofilia similar en el precursor 3 y en los
productos de reaccion. La polialquilacion no solo reduce significativamente el
rendimiento del producto deseado, sino que también dificulta considerablemente el

aislamiento y purificacion del mismo por cromatografia en columna.*>%

En la nueva ruta disefiada (ruta B, Esquema 3) se evita la etapa critica de la
alquilacion final. Como se muestra en el Esquema 3, la reaccion entre el cloruro de 1-

(2,4-dinitrofenil-[4,4’-bipiridin]-1-i0 (5-Cl)) y un gran exceso de 1,4-bis (bromometil)
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benceno conduce a la monosustitucion nucledfila del dibromuro (1). La introduccion del
grupo dinitrofenil (DNP), tiene dos objetivos: en primer lugar, proteger el compuesto
frente a la polialquilacion en la siguiente reaccion con la 4,4’-bipiridina; y, en segundo
lugar, permitir la introduccién en la siguiente etapa de la subunidad de metilpiridina y
metilquinolina empleando para ello la reaccion quimioselectiva de Zincke que tiene lugar

entre la bipiridina activada (7) y la correspondiente amina 8a-c.

N — —
% WS
N = 2) R—/ 4a-c R
K CH3N02
+/ N

H3CN,

RUTA A
L1-4Cl, R = 4-MePy, 15% (A), 58% (B)

) L2-4Cl, R = 3-MePy, 19% (A), 55% (B)
Br 3-2Br, 81%, Y,
", 81% L3-4Cl, R = 4-MeQ, 9% (A), 57% (B)

3) _NH
1 1) DNP DNP N ek

+ N —_— —_— R

= -

rotAB | [5c | /7 N\ 8a-c

N B EtOH
N N” S

- X - s — —
CH4CN, A | . CH,CN/EtOH N@—@N
N Br  (1/0.1) A
\—< >—l 7-CI-2Br, 92%

6-ClI-Br, 89%

Esquema 3: Rutas sintéticas A y B para la obtencion de los ligandos L1-L3 previamente reportados
(DNP = 2,4-dinitrofenilo, MePy = metilpiridina, MeQ =metilquinolina).

Como se esperaba, la ruta B proporciona los ligandos L1-L3 con mejores
rendimientos. Como resultado de que la solubilidad en las sales de 6*2 y 7*2 esté
condicionada por el anidn, estos precursores pueden ser facilmente aislados por filtracion,
ya que precipitan una vez que se forman en el medio de reaccion. Ademas, y de forma
crucial, el metodo disefiado evita los problemas de aislamiento y purificacion de los
ligandos L1-L3 entre los diversos productos polialquilados resultantes de la ruta A. Asi,
el Unico subproducto de la reaccion de Zincke de la ruta B es la 2,4-dinitroanilina. Por
ello la purificacion mediante columna cromatogréafica (SiO2, CHzCN/NaCl (ag., 0.6 M)/
MeOH 4:1:1) de los productos finales es mas sencilla y da lugar a dichos ligandos como

sales de tricloruro en mejores rendimientos.

Hay que tener en cuenta que, en la ruta B, el resultado de la reaccion entre el
intermedio activado 6 y la bipiridina 2 esta condicionado por las condiciones de reaccion.

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Discusion de resultados 48

Asi, si el proceso se lleva a cabo con una estequiometria 1:1 de los componentes en una
mezcla CH3CN/EtOH 1:0.1, se obtiene exclusivamente el compuesto deseado 7, que
precipita en el medio de reaccion. Por el contrario, si la reaccion se lleva a cabo con un
exceso de bipiridina a reflujo, y una mezcla de disolventes que prevenga la precipitacion
de 7 (CH3CN/EtOH 1:1), el exceso de bipiridina ataca la posicion bencilica altamente
activada que contiene la subunidad del violdgeno, produciendo como resultado la
descomposicion de 7 en 3y 5 (Esquema 4).

3 eq.

AN
Y CH,CN/EtOH  (86%) 2 eq.
N@_@N DNP (1/1), A = /=
N7\ N
6-Cl-Br _ Tea CH5CN/EtOH
Br L2~ 701288 ——
CH,CN/EtOH  (90%)
(1/0.1), A

Esquema 4: Resultado de la reaccion entre 6 y 4,4°-bipiridina en funcidn de las condiciones de reaccién.

Una de las claves de la eficiencia de la nueva metodologia ha sido la utilizacién
en la Gltima etapa de sintesis de la reaccion de Zincke,® que ya habia sido ampliamente
utilizada con éxito en nuestro grupo de investigacion.’® Esta reaccion se basa en la alta
susceptibilidad de las sales de Zincke (sales de piridinio activadas con grupos aromaticos
deficientes en densidad electronica) a ataques nucleéfilos de, por ejemplo, aminas
bencilicas o las derivadas de 4-fenilenpiridina. El mecanismo de esta reaccion es conocido
como ANRORC (Addition of the Nucleophile Ring Opening, and Ring Closure), ya que
transcurre a través de la apertura y cierre del anillo de piridina, produciendo dinitroanilina

como subproducto.®

3.2.3 Sintesis de nuevos ligandos empleando la estrategia sintética
desarrollada

Con el fin de analizar la versatilidad de la ruta sintética para la preparacion de
nuevos ligandos ditopicos basados en violdgenos, que conducirian a nuevos receptores
moleculares tras el ensamblaje con centros metalicos, se propuso la sintesis de los
compuestos L4-L7 (Esquema 5). Estructuralmente, los L4-L5 son muy similares en

términos de dimensiones a L1-L.3, por lo que el ensamblaje de este tipo de ligandos con

% a) Zincke, Th.; Heuser, G.; Moller, W., Justus Liebigs Ann. Chem. 1904, 330, 361; b) Becher, J.
Synthesis.1980, 589; c¢) Cheng, W-C.; Kurth, M. J. Org. Prep. Proced. Int. 2002, 34, 587.
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centros metalicos de Pd(I1)/Pt(Il) conduciria a metalociclos con tamafios de cavidad
parecidos. Sin embargo, la introduccion de una pared de dialquil-2,7-diazapireno en L4,
en lugar de 4,4’-bipiridina, resultaria en un metalociclo con dos paredes diferentes y un
caracter z-deficiente mejorado en su cavidad. Por otro lado, el ensamblaje de los ligandos
L6-L7 conduciria a metalociclos de mayores dimensiones que L1-L4, como resultado de
la introduccion de un anillo aromatico extra de seis miembros en el lado largo de su
estructura. Por ultimo, los ligandos L5 y L7 presentarian un sustituyente hidroxietilo y
etoxicarboniletil respectivamente como exo-funcionalizacion, pudiendo incrementar la
aplicabilidad de sus metalociclos resultantes. Diversos ejemplos de metalociclos
funcionalizados han sido recientemente publicados,” mostrando su potencial en el
desarrollo de sistemas funcionales tales como metalohidrogeles,®® polimeros

supramoleculares,®” o sensores de vapor.®®

Como se muestra en el Esquema 5, la estrategia concebida facilita la sintesis de
los ligandos L4-L7 en rendimientos globales aceptables (48%, 69%, 51% y 54%),
confirmando la viabilidad de la reaccion de Zincke para la introduccién de la unidad de

piridina coordinante en los ligandos ditopicos.

% a) Yang, H.-B.; Hawkridge, A. M.; Huang, S. D.; Das, N.; Bunge, S. D.; Muddiman, D. C.; Stang, P. J.
J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 2120; b) Yang, H.-B.; Ghosh, K.; Zhao, Y.; Northrop, B. H.; Lyndon, M. M.;
Muddiman, D. C.; White, H. S.; Stang, P. J. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 839; c) Chakrabarty, R.; Stang,
P.J. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 14738; d) Pollock, J. B.; Schneider, G. L.; Cook, T. R.; Davies, A. S.;
Stang, P. J. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 13676.

%Yan, X.; Li, S.; Cook, T.R.; Ji, X.; Yao, Y.; Pollock, J. B.; Shi, Y.; Yu, G.; Li, J.; Huang, F.; Stang, P. J.
J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 14036.

7 a) Yan, X,; Li, S.; Pollock, J. B.; Cook, T. R.; Chen, J.; Zhang, Y.; Ji, X.; Yu, Y.; Huang, F.; Stang, P. J.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2013, 110, 15585; b) Zhou, Z.; Yan, X.; Cook, T. R.; Saha, M. L.; Stang, P.
J. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 806.

% Jiang, B.; Zhang, J.; Ma, J.-Q.; Zheng, W.; Chen, L.-J.; Sun, B.; Li, C.; Hu, B.-W.; Tan, H.; Li, X.; Yang,
H.-B. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 738.
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Esquema 5: Preparacion de los ligandos L4-L7 usando la ruta sintética B.

3.2.4 Ensamblaje de los metalociclos mononucleares de Pd/Pt(11) derivados
de los ligandos L4-L7 en medio acuoso.

Con el fin de evaluar la capacidad de los nuevos ligandos sintetizados para
producir receptores mononucleares metalociclicos, se explora el autoensamblaje dirigido
por Pd(I1) en medio acuoso. Para conseguir formar rectangulos moleculares se necesita
que el complejo de Pd(l1) a utilizar sea planocuadrado y con dos posiciones cis- labiles,
empleando por ello el compuesto (en)Pd(NOsz).. Con la intencion de mejorar la
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solubilidad de los ligandos L4-L7 en medio acuoso, asi como la de evitar la interferencia
de contraiones coordinantes en el ensamblaje, los ligandos son convertidos en sus

correspondientes sales de nitrato mediante cambios de contraion.®

Siguiendo la metodologia anteriormente publicada,®® el proceso de ensamblaje se
monitorizé por RMN de 'H y *3C a t.a., tras mezclar disoluciones stock en D20 del
correspondiente ligando L4-L7 con una cantidad equimolar de (en)Pd(ONO.)3 a bajas
concentraciones (0.5 mM en el caso de L4-L6 y 2.5 mM en el caso de L7). En estas
condiciones, se observan cambios en las sefiales de RMN que confirman la formacion de

los correspondientes metalociclos mononucleares M4a-M7a-5NOs (Tabla 1).

Aunque la labilidad a temperatura ambiente del enlace coordinativo piridina-
Pd(11) permite el ensamblaje instantaneo de la supramolécula, este proceso es dependiente
de la concentracion, impidiendo aislar los metalociclos y limitando la caracterizacion de
estos compuestos a técnicas en las que la muestra se encuentre en disolucién. Con la
intencion de producir estructuras méas estables, se pueden emplear los complejos
planocuadrados de Pt(Il) analogos a los de Pd(ll), los cuales ofrecen enlaces mucho méas
inertes a temperatura ambiente. El enlace cinéticamente inerte Pt(l11)-N se labiliza al
aumentar la temperatura, permitiendo el aislamiento y la caracterizacion mas exhaustiva
de los metalociclos.!® En este caso, los analogos de Pt(11) M5b-M7b se ensamblaron en
agua, empleando el protocolo previamente publicado por el grupo de investigacion,
calentando una disolucion equimolar acuosa de los componentes a 150°C durante 3 horas

en un reactor de microondas.8%¢

% Peinador, C.; Blanco, V.; Garcia, M. D.; Quintela, J. M. Pdll and Ptll Metal-Directed Self-Assembly of
Supramolecular Structures Based on N-Monoalkyl-4,4-Bipyridinium Derivatives. In Molecular Self-
Assembly: Advances and Applications; Li, A. D. Q., Ed.; Pan Stanford Publishing: Singapore, 2012, 351.
100 Fyjita. M.; Ibukuru. F.; Yamaguchi. K.; Ogura. K. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 4175.
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Los experimentos mono Yy bidimensionales de RMN ofrecen informacion
estructural en disolucion sobre los metalociclos de Pd(Il) M4a-M7a y los anélogos de
Pt(1l) M4b-M7b (Tabla 1). Al analizar los datos obtenidos, recogidos en la Tabla 1, se
comprueba que éstos claramente apoyan la formacion de las supramoléculas M4a,b-
M7a,b. A modo de ejemplo se analizan a continuacion los cambios observados para el
metalociclo M7a. Como se muestra en la Figura 38, la resonancia de los nucleos de
protdn para el metalociclo M7a cambia sustancialmente en comparacion con el ligando
libre como consecuencia del ensamblaje. En general, se observan dos efectos
caracteristicos: a) el desapantallamiento de los nicleos del ligando como consecuencia de
la coordinacién al centro metalico (un efecto que se ve incrementado en los hidrégenos y
carbonos en las posiciones a y f al nitrégeno de las piridinas que se coordinan al centro
metalico); y b) el apantallamiento debido a la formacion de la cavidad de los receptores,

el cual da lugar a un desplazamiento a frecuencias menores de los nucleos en posiciones

lejanas al centro metalico.

m

?f

dl Il |
It
| U \/ M\/J e o
k q
j r

9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.
f1 (ppm)

Figura 38: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0): arriba, L7-3NO3 (2.5 mM) y, abajo,
M7a-5NO3 [L7-3NO; (2.5 mM) + (en)Pd(ONO,), (2.5 mM)].

Como se ha mencionado anteriormente, la preparacion de los analogos de Pt(I1)
M5b-M7b permite el aislamiento de las especies ensambladas y su caracterizacion como
sales de hexafluorofosfato mediante espectrometria de masas. Consecuentemente, el
experimento ESI-MS confirma las estructuras propuestas para M4b, M6b y M7b,
mostrando valores m/z y patrones de distribucion isotopica en buen acuerdo con los
tedricos. A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 39, el experimento de masas de
alta resolucion para los picos [M7b-3PFg]*® y [M7b-PFs]* del metalociclo M7b.
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Figura 39: Distribucién isotopica (ESI-MS, m/z) calculada para [M7b-3PFs]*® (izquierda) y [M7b-PFg]*
(derecha) (arriba) y encontrada (abajo).

En el caso del metalociclo M5b-5PFs, al analizar los espectros de masas llevados
a cabo, no se consiguieron detectar picos que se pudieran corresponder con el metalociclo

o0 con pérdidas de contraiones del mismo.

3.2.5 Estudio en medio acuoso de los complejos de inclusion entre los
metalociclos M4a-M7ay 1,5-DHN.

La habilidad de los nuevos metalociclos obtenidos para actuar como receptores
metalociclicos en medio acuoso fue cualitativamente estudiada para los metalociclos de
Pd(11) anadlogos M4a-M7a, usando como sustrato 1,5-dihidroxinaftaleno (1,5-DHN). El
1,5-DHN presenta un importante caracter z-dador debido a la presencia en su estructura
de dos atomos de oxigeno, de modo que al insertarse en la cavidad hidrofébica y de
caracter z-deficiente de los metalociclos, daria lugar a la formacion de un complejo
supramolecular basado en interacciones z-z e hidrofobicas. Ademas en el caso de los
metalociclos con dimensiones oOptimas, las interacciones C-H---z también pueden
contribuir al proceso de reconocimiento molecular, determinando el modo de inclusion

del sustrato en el interior del receptor.1%*

101 Alvarifio, C.; Pia, E.; Garcia, M. D.; Blanco, V.; Fernandez, A.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Chem. Eur.
J. 2013, 19, 15329.
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Asi, en este caso, la adicion de un equivalente de 1,5-dihidroxinaftaleno a una
disolucion acuosa 0.5 mM de los metalociclos de Pd(I) M4a-M6a y 2.5 mM del
metalociclo de Pd(I1) M7a, produce cambios instantaneos en los espectros de RMN de
'H que estan en buen acuerdo con la formacion de los complejos de inclusion. En, la
mayoria de los casos, los experimentos 2D permiten elucidar los desplazamientos
quimicos relativos del receptor y del sustrato una vez formado el agregado huésped-
receptor. En esencia, como se muestra en la Tabla 2 para los cuatro complejos, y se
ejemplifica en la Figura 40 para el complejo de inclusion entre M7a-5NOs y 1,5-DHN.
En este caso, los nicleos de los protones del sustrato aparecen apantallados como
resultado de la complejacion, debido a las interacciones z-z con las paredes z-deficientes
del metalociclo. Por otro lado, los ndcleos de los receptores se apantallan como
consecuencia de la complejacion, aunque los que se encuentran en el lado corto del
metalociclo se desapantallan debido al establecimiento de interacciones CH---z. Ademas,
se observa en todos los casos un intenso cambio de color al producirse la inclusion debido
al establecimiento de una banda de transferencia de carga, como consecuencia de las

interacciones z-7 entre el receptor y el sustrato.

Tabla 2: Desplazamientos quimicos de *H inducidos por el ensamblaje de los complejos de inclusion
entre los metalociclos M4a-M7ay 1,5-DHN en solucién acuosa.

45 (ppm)*
Complejo de inclusién
H. Hy: H.:
M4ac1,5-DHN-5NO; 0.78 0.34 0.35
M5ac1,5-DHN-5NO; 1.11 0.93 0.64
M6ac1,5-DHN-5NO; 1.14 1.13 1.01
M7ac1,5-DHN-5NO; 1.83 1.89 1.6

En la Figura 40 se pueden observar, a modo de ejemplo, los mencionados
cambios para el complejo de inclusién formado por el metalociclo M7a-5NOs y el

sustrato aromatico 1,5-DHN.
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Esquema 6: Formacion del complejo de inclusion M7ac1,5-DHN-5NQs.
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Figura 40: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para: a) metalociclo M7a-5NQO3, b) el
complejo de inclusion M7ac1,5-DHN-5NO3 y ¢) 1,5-DHN.

En el caso mostrado, el desplazamiento es acusadamente mayor para los nlcleos
de proton del fenileno (Adjk = -0.32 ppm), que para los ndcleos de protdn de la piridina
del lado corto (Adw =-0.05 y A& =-0.05 ppm), lo que parece indicar que el sustrato se

podrian disponer méas préximo al lado del fenileno.

En cuanto a la naturaleza de los desplazamientos de los ndcleos de proton, la
formacion de los complejos de inclusion se puede generalizar para los cuatro metalociclos
estudiados. Sin embargo, la cinética del equilibrio de formacién de sus respectivos
complejos varia en funcion del metalociclo. Asi, encontramos tres situaciones diferentes:
situacion de equilibrio rapido respecto a la escala de tiempos de RMN de los
desplazamientos quimicos para los metalociclos M6a y M7a, situacién de coalescencia

para el metalociclo M5a y situacién de equilibrio lento para el metalociclo M4a.

La adicion de un exceso de substrato a las disoluciones equimolares de los

complejos M6ac1,5-DHN-5NO3y M7ac1,5-DHN-5NQO3, conduce a un Gnico conjunto
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de sefiales (como se puede ver en la Figura 41 para el complejo M7ac1,5-DHN-5NQ3),
confirmando que la insercién del substrato en la cavidad es rapida en la escala de tiempos
del RMN. Estas sefiales son el promedio del sustrato libre y del sustrato formando el
complejo de inclusion. Asi, en la Figura 41 se puede observar como la posicion de las
sefiales del sustrato en una disolucion con exceso del mismo respecto al receptor, se
encuentra mas proxima a las sefiales del sustrato libre que cuando en la mezcla se afiaden

los componentes en estequiometria 1:1.

a)

YN N J\M
MMM

bR “
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Figura 41: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para a) el complejo de inclusiéon M7ac1,5-
DHN-5NO; con estequiometria 1:1 de los dos componentes, b) el complejo de inclusion M7ac1,5-
DHN-5NO3; con estequiometria 2:1 y c) el sustrato 1,5-DHN.

Por otro lado, la adicion de un equivalente de 1,5-DHN, a t.a., a una disolucion
acuosa de M5a-5NOs (Esquema 7) provoca un cambio en la coloracion de la disolucién
del metalociclo desde amarillo a granate-violeta, debido al establecimiento de
interacciones 7 entre la cavidad del metalociclo M5a-5NOsz y el sustrato 1.5-DHN
(Figura 42).

HO OH

Esquema 7: Sintesis del complejo de inclusion M5ac1,5-DHN-5NOs.
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Figura 42: Espectros de absorcion (H.0) de M5a y de la mezcla de M5a con 1,5-DHN, en la que se
aprecia la banda de transferencia de carga entre 4 = 417-700 nm.

El espectro de RMN de H resultante de la mezcla muestra sefiales ancheadas
dificiles de asignar, indicandonos que el equilibrio de formacion del complejo de
inclusion se encuentra proximo a la coalescencia. Asi, con el objetivo de asignar
inequivocamente las sefiales del complejo supramolecular fue necesario calentar las
muestras a 333K. Al aumentar la temperatura, las sefiales se definen como resultado del

aumento de la velocidad del equilibrio (Apéndice A99).

Al comparar el espectro de M5ac1,5-DHN-5NOza 343 K con los del metalociclo
Mba y el del sustrato libre 1,5-DHN, se observan cambios en buen acuerdo con la
formacion del complejo de inclusion: desplazamiento a campo alto de los protones del
sustrato y de los protones de la pared larga del metalociclo, debido al establecimiento de
interacciones z-x, y desplazamiento a campo bajo de los nucleos de los lados cortos,

debido al establecimiento de interacciones CH---z con el sustrato (Figura 43).
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Figura 43: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para a) metalociclo M5a-3NOs, b) complejo
de inclusion M5ac1,5-DHN-5NOz a 343K y ¢) 1,5-DHN.

Una situacion especialmente particular, en cuanto a la cinética del proceso de
inclusion, la encontramos en el caso del metalociclo M4a-5NOs (Esquema 8). Este
metalociclo rectangular tiene la particularidad de tener en uno de sus lados una subunidad
de 2,7-diazapireno. La unidad de 2,7-diazapireno es ideal para el establecimiento de
interacciones m-n con los sustratos z-deficientes al presentar una superficie aromatica
mayor que la 4.4’-bipiridina. Este tipo de sistemas con subunidades de diazapireno han

sido ampliamente estudiados en el grupo de investigacion como receptores. 8102

Al adicionar un equivalente de 1,5-DHN a una disolucién acuosa de M5a-5NQO3
se observan cambios en la coloracion de la disolucion que varia de naranja intenso a rojo
oscuro debido al establecimiento de una banda de transferencia de carga que indica la

formacion del complejo de inclusion.
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Esquema 8: Formacion del complejo de inclusion M4ac1,5-DHN-5NQs.
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102 Rama, T.; Lopez-Vidal, E. M.; Garcia, M. D.; Peinador, C.; Quintela, J. M. Chem. -Eur. J. 2015, 21,
9482.
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En el espectro de RMN de *H para el compuesto M4ac1,5-DHN-5NOs se observa
que las sefales correspondientes al diazapireno aparecen desdobladas (Figura 45). Este
efecto se debe a la pérdida de simetria del metalociclo al incluirse en su cavidad el
sustrato. Al insertarse el sustrato, impide la libre rotacion del anillo de diazapireno a lo
largo del eje Pd-CH2, de modo que, los protones Hec Yy Hsn del 2,7-diazapireno dejan de
ser quimicamente equivalentes al presentar un entorno quimico diferente y por ello
aparecen desdoblados. Sin embargo, los protones de la cara de la 4,4’-bipriridina son
capaces de rotar a lo largo del eje Pd-CH: al insertarse el sustrato, por lo que dichos
protones no aparecen desdoblados. En la Figura 44, se muestra como los nucleos de la
cara superior e inferior del metalociclo son equivalentes respecto a su plano horizontal,
pero esa equivalencia se pierde tras el proceso de inclusién por la desaparicién de dicho

plano de simetria en el complejo de inclusion.%?

Figura 44: A la izquierda, el metalociclo M4a-5N0QgsYy a la derecha, el complejo de inclusién M4ac1,5-
DHN-5NO:s.

La adicion de un exceso del sustrato a la mezcla estequiométrica conduce a la
aparicion de un nuevo set de sefiales para este, indicando que el equilibrio es lento en la
escala de tiempos del RMN (Figura 45). Con respecto a los desplazamientos de las
sefiales del metalociclo, se observa que tanto las sefiales de la cara del diazapireno como
las de la bipiridina se desplazan a campo alto debido a interacciones z-z con el sustrato.
Sin embargo, las sefiales del anillo de piridina y del anillo de fenileno se desplazan a

campo bajo, debido a interacciones CH---z con los protones del sustrato.

Al tratarse de un equilibrio de insercion lento es posible obtener la estequiometria
del agregado mediante la integracion relativa de las sefiales del sustrato complejado frente

a las del receptor, confirmandose que la estequiometria del proceso de inclusion es 1:1.192
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Figura 45: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) metalociclo M4a-5NQs, b)
complejo de inclusion M4ac1,5-DHN-5NQs, ¢) complejo de inclusion M4ac1,5-DHN-5NQO3; con exceso
de 1,5-DHN (2 equivalentes) y d) 1,5-DHN. Leyenda: los rectangulos azules hacen referencia a nicleos
correspondientes a la subunidad del diazapireno.

Los resultados obtenidos para los complejos de inclusion discutidos en esta
seccion estan en buen acuerdo con los previamente reportados,*? convirtiéndose asi, en
nuevos ejemplos del potencial de los metalociclos z-deficientes de este tipo para actuar

como receptores de substratos aromaticos en disolucion.

3.2.6 Ensamblaje de los metalociclos mononucleares de Pd y Pt (I1) en
medio acuoso derivados de los ligandos L4-L7. Formacion de dimeros.

En los procesos de autoensamblaje de ligandos ditopicos dirigido por centros
metalicos, el factor entalpico favorece la formacion a bajas concentraciones de especies
ciclicas frente a especies oligoméricas lineales, debido al mayor nimero de interacciones
favorables por unidad autoensamblada.'® Por otro lado el factor entrépico favorece
también la formacién de los ciclos mas pequefios, debido a que el coste energético
asociado a la pérdida de grados de libertad es menor en sistemas con menos

subunidades.?3¢:93d

Por lo tanto, cabria esperar que al estudiar el proceso de dilucion del ensamblaje
de los ligandos ditopicos descritos con el centro metalico de Pd se observase un amplio
rango de concentraciones en los que especie metalociclica mas pequefia se presentase

como mayoritaria frente a los oligdbmeros. Asi, se llevaron a cabo experimentos de

108 3) Chi, X.; Guerin, A. J.; Haycock, R. A.; Hunter, C. A.; Sarson, L. D. J. Chem. Soc., Chem. Commun.
1995, 0, 2563; b) Lawrence, D. S.; Jiang, T.; Levett, M. Chem. Rev. 1995, 95, 2229.
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dilucion para los distintos sistemas autoensamblados descritos, partiendo de disoluciones

equimolares de los ligandos y los centros metalicos.

De esta forma, para el metalociclo M7b-5NQOg, el estudio de dilucion por RMN
de 'H muestra la existencia de una Gnica especie en un rango de concentraciones de 5 a
0.1 mM (Apéndice A146). Sin embargo, los resultados son diferentes al realizar el mismo
experimento con el resto de los ligandos L4-L6. Asi, por ejemplo, en el caso del
metalociclo M6a-5NOs con las mismas dimensiones que el metalociclo M7a-3NOs,
solamente se observa el metalociclo M6a-3NOs aislado en un rango de concentraciones
en el intervalo de 1.25 a 0.1mM. Sorpresivamente, a medida que aumenta la
concentracion de componentes aparece otro conjunto de sefiales, totalmente definidas, lo
que lleva a pensar que dichas sefiales no deberian corresponderse con oligémeros. Asi, al
Ilegar a concentracion 10 mM se observa la nueva especie como mayoritaria (Figura 46
para L6). De esta forma, se postula para el ensamblaje de L4-L6 la aparicion de especies

diméricas en un rango de concentraciones de componentes alta (Esquema 9).

__ HN
N N'EdN/>
=N H,
\
2

Esquema 9: Representacion de la interconversion entre el metalociclo mononuclear M6a y dinuclear
Mé6ad.
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Figura 46: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) mezcla de L6-3NO3 (10 mM) y el
complejo (en)Pd(ONO2)2 (10 mM); b) L6-3NO3z (5mM) y el complejo (en)Pd(ONO,). (5 mM) (los
circulos verdes representan sefiales que se corresponden con el dimero M6éad y los circulos azules

representan sefiales que se corresponden con el monémero M6a); ¢) el metalociclo M6a-5N0Os a
concentracion 0.5 mM y d) el ligando L6-3NO:s.

Al analizar los desplazamientos de los nucleos de la nueva especie
autoensamblada a 10 mM de componentes, con respecto a los del ligando L6 libre, se
observa que estos desplazamientos son claramente menos acusados que los movimientos
tipicos debidos a la formacion de la cavidad para una especie mononuclear. Este hecho
indica claramente que nos podriamos encontrar ante una especie ciclica pero dimérica, en

la que la cavidad no estaria tan definida como en el caso del monémero.

Para verificar la existencia de las dos especies propuestas en disolucion se realiza
un experimento DOSY de la mezcla del monémero y el posible dimero, que permite
determinar el coeficiente de difusion de las especies presentes en la disolucion.'®* Al
realizar este experimento sobre una disolucion equimolar de L6-3NOs (2.5mM) vy el
complejo (en)Pd(ONO2). (2.5 mM) se corrobora la formacion de dos especies con
diferente coeficiente de difusion molar. Se observa que las sefiales de RMN de *H que se
corresponderia con el monémero del metalociclo difunden mas rapidamente que las que

se corresponderian con el dimero, en buen acuerdo con lo que cabria esperar (Figura 47).

104 3) Johnson, C. S. Jr. Prog. Nucl. Magn. Reson. 1999, 34, 203. (b) Wu, D.; Chen, A.; John-son, C. S. Jr.
J. Magn. Reson. A. 1995, 115, 260; b) Antalek, B. Conc. Magn. Reson. 2002, 14, 225; ¢) Huo, R.; Wehrens,
R.; van Duynhoven, J.; Buydens, L. M. C. Anal. Chim. Acta. 2003, 490, 231.
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Figura 47: DOSY (500 MHz, D,0) para la mezcla de L6-3NOsy el complejo (en)Pd(ONO,),. Los
cédigos de colores de los circulos son los mismos que los empleados en la Figura 46.

Adicionalmente, para confirmar la hipétesis de la presencia de la especie
dinuclear, se prepard la mezcla analoga de Pt a 2.5 mM de componentes, y la mezcla
obtenida se estudié por EM-ESI. El experimento confirmé la hipétesis de partida, al
encontrarse picos de alta resolucién que se corresponden con pérdidas de contraiones de

la especie dinuclear y mononuclear (Figura 48).
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Figura 48: ESI-MS (m/z), distribucion isotopica calculada para [M6b-2PFs]*?y [M6bd-3PFs]*’ (arriba) y
encontrada (abajo). Leyenda: color rosa para la distribucion teorica, azul para el pico encontrado
correspondiente al monémero y verde para el correspondiente al dimero.
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A continuacion, se reproduce el mismo experimento para los metalociclos cortos.
Para L5, al igual que en el caso anterior, se observa que a medida que aumenta la
concentracion aparece un nuevo conjunto de sefiales totalmente definidas (Figura 49).
Del mismo modo que en el caso anterior, se asocia la aparicion de dichas sefiales a la
formacion de la especie dinuclear (Esquema 10). Asi, en el espectro de *H RMN se
observan dos especies diferentes en funcion de la concentracion de componentes. La
especie que se corresponderia con el espectro de la Figura 49a y que aparece a
concentraciones mas altas presenta un desplazamiento de las sefiales ¢ y # menos
acusado con respecto al ligando libre que la especie mononuclear. Por lo que se postula,
que esta especie deberia corresponderse con el metalociclo dinuclear MzL2 que aparece

al aumentar la concentracion de los componentes.

NPd
H2N NH2 NS
N
@ﬁ \ OZNO ONozﬁﬁ \ di N
A —
\
I\ N

Ny

L5 OH

R=CH,CH,OH
Mb5ad

Esquema 10: Representacion esquemadtica de la interconversion entre el metalociclo mononuclear Mb5a y
dinuclear M5ad.
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Figura 49: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para a) mezcla del ligando L5-3NOs (15
mM)y el complejo de (en)Pd(ONO3)2 (15 mM); b) mezcla del ligando L5-3NO3 (10 mM) y el complejo
de (en)Pd(ONO,), (10 mM) (se sigue el mismo codigo de colores que en la Figura 46); c) el metalociclo

Mb5a-5N0Os3 a concentracion 2.5 mM y d) el ligando L5-3NOs.

El experimento DOSY de la mezcla del ligando L5-3NOz y el complejo de
(en)Pd(ONO:>). a concentracion 10 mM también confirmo la existencia de dos especies
en disolucion (Apéndice A122). Adicionalmente, se prepar6 la mezcla de componentes
de Pt(l1l) equivalente, que se precipité con hexafluorofosfato de potasio para obtener el
espectro de masas correspondiente. Desafortunadamente, en este caso no se pudieron

obtener picos de masas ni del monémero ni del dimero.

Por ultimo, se llevd a cabo el estudio del efecto de la concentracion de
componentes en el ensamblaje del ligando L4. Del mismo modo que con los metalociclos
Mé6a y Mba, se observa una especie a baja concentracién (0.1-1.25mM) que se
corresponderia con el monomero. A medida que aumenta la concentracion aparece un

nuevo conjunto de sefiales asociadas a la especie dimerica (Figura 50).
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Esquema 11: Representacion esquematica de la interconversion entre el metalociclo mononuclear M4a y
dinuclear M4ad
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Figura 50: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para a) mezcla del ligando L4-3NOs (15
mM) y el complejo (en)Pd(ONO2)2(15 mM); b) mezcla del ligando L4-3NOs (5 mM) y el complejo
(en)Pd(ONO,), (5 mM) (se us6 el mismo cddigo de colores que en la Figura 46); c) el metalociclo

M4a-5NOs a concentracién 0.5 mM y d) el ligando L4-3NOs.

Al igual que en los casos anteriores se lleva a cabo el DOSY de la mezcla del
ligando L4-y el complejo (en)Pd(ONO3)2 a concentracion 5 mM (Apéndice Al15).
Dicho experimento nos confirma la existencia de las dos especies en disolucion, con las
sefiales de RMN *H que se corresponderian con el dimero difundiendo mas lentamente
que las del monomero. Del mismo modo, la preparacion del analogo de Pt de la mezcla
permite obtener picos de masas de alta resolucion correspondientes a pérdidas de

hexafluorofosfato del monémero y del dimero (Apéndice A116).

Con el fin de obtener algo més de informacion sobre la posibilidad de formacién

de este tipo de estructuras diméricas propuestas, se llevaron a cabo calculos DFT para
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determinar la estructura mas probable de los dimeros en disolucion acuosa. Para
simplificar los calculos se utiliza como modelo el metalociclo estructuralmente méas
simple derivado del ligando L1. Se parte asi de dos geometrias posibles (dimero 1y
dimero 2). Los resultados muestran que el dimero 1 (Figura 51), con una estructura en
ZigZag es el méas probable, y con una distancia entre lados de entre 10-11 A, lo cual
explicaria el menor desapantallamiento de las sefiales por RMN comparandolo con el
desplazamiento de los nucleos del mondémero. La diferencia de energias entre el dimero
1 y el dimero 2 es muy pequefia, por lo que ambas estructuras podrian coexistir en
disolucién. Usando la base de calculo MO06 la proporcion resultante de dimero 1/dimero

2 en disolucion seria 95/15.
A) g 5?, B) Nx%
v"\..

>< 4"’.
<3 Y -
ne e Py ’“{:w“ &M W"’*:}' :
Figura 51: Estructuras optimizadas mas estables obtenidas mediante calculos DFT para los dimeros

usando la base de célculo M06: A) dimero 1y B) dimero 2.

3.2.7 Reorganizacion de la especie dinuclear a la especie mononuclear
mediante la adicién de una plantilla

Los resultados discutidos con anterioridad muestran que la composicién del
sistema mondmero-dimero, para los metalociclos M4-M®6, puede controlarse mediante la
dilucion de la mezcla de los ligandos L1-L4 con los complejos metalicos. En base a
trabajos recientes del grupo de investigacion,*>1% también se analiz6 cual seria el efecto

de la adicion de una plantilla adecuada sobre la especiacion del sistema.

105 Blanco-Gomez, A.; Rama, T.; Domarco, O.; Neira, I.; Blanco, V.; Quintela, J. M.; Garcia, M. D.;
Peinador, C. Dalton Trans. 2017, 46, 15671.
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M6a1,5-DHN EtO

Esquema 12: Reordenamiento del sistema mondmero-dimero mediante la adicién de la plantilla 1,5-
DHN.
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Figura 52: Espectros de *H-RMN (500 MHz, D,0) parciales para a) mezcla L6-3NO3y el complejo
(en)Pd(ONO,) a concentracion 5mM, b) complejo de inclusion M6ac1,5-DHN-5NO; y ¢) 1,5-DHN.

Asi, sobre una disolucion del ligando L6 y el complejo (en)Pd(ONO.). a
concentracion 5mM, en la que se observa mezcla del metalociclo mononuclear y
dinuclear, se le afiade un equivalente del sustrato aromatico z-excedente 1.5-
dihidroxinaftaleno. En el experimento de RMN de H de la mezcla resultante se observa

unicamente las sefiales correspondientes al complejo de inclusion de una de las dos
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especies. Debido a los desplazamientos de RMN de *H, se concluye que se forma el

complejo de inclusion derivado del metalociclo mononuclear (Figura 52).

Los resultados indican que la plantilla de 1,5-DHN es capaz de reorganizar el
sistema hacia la formacion en exclusiva del complejo de una de las dos especies

metalociclicas desapareciendo las sefiales correspondientes a la otra especie.

Sin embargo, en el caso de los metalociclos M4a-M>5a, la adicién de 1,5-DHN no
consigue reorganizar completamente el equilibrio hacia la formacion en exclusiva del
complejo de inclusién de una de las dos especies metalociclicas. En lugar de ello, si se
forma, en pequefio porcentaje, el complejo correspondiente a la otra especie. Por lo tanto,
en este caso, mediante la adicion de una plantilla, la composicion de la mezcla varia,
favoreciendose la formacién de uno de los dos posibles complejos de inclusion, pero sin
que el equilibrio se establezca completamente desplazado hacia uno de los dos potenciales
complejos. De nuevo, debido a los desplazamientos de RMN de *H observados en la
Figura 53 (espectros mas sencillos que para los complejos derivados de los metalociclos
Md4a/M4ad), se concluye que se forma en mayor proporcion el complejo de inclusion
derivado del metalociclo mononuclear. El porcentaje de formacion de los complejos de
inclusion M5ac1,5-DHN (80%)/dimero M5adc1,5-DHN (20%) calculados por integracion
de las sefiales de RMN H es independiente de la concentracion de partida del sistema
monomero Mb5a/dimero Mb5ad (Apéndice A147).

M5aC1,5-DHN + M5ad—2-1,5-DHN
80 % 20%

R=CH,CH,OH
M5ad

Esquema 13: Reordenamiento del sistema monémero/dimero al adicionar la plantilla de 1,5-DHN.
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Figura 53: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) mezcla de los metalociclos M5a y
Mb5ad, b) complejo de inclusion M5ac1,5-DHN-5NO3y M5adc1,5-DHN-10NO3z a 343 Ky ¢) 1,5-DHN.
Mismo codigo de colores que el empleado en la Figura 46.

El experimento DOSY de una mezcla del complejo del metalociclo mononuclear
Mba (mayoritario) y del complejo del metalociclo dinuclear M5ad con el sustrato 1,5-
DHN, confirma la existencia de las dos especies en disolucién. Tal y como cabria esperar,
las sefiales que se corresponderian con el complejo del metalociclo dinuclear difunden
mas lentamente (Figura 54).
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Figura 54: Experimento DOSY (500 MHz, D,0) para la mezcla de los complejos de inclusién M5ac1,5-
DHN-5NOs;y M5adc1,5-DHN-10NOs. Leyenda: en las formas puntiagudos en azul cian aparecen las
sefiales ampliadas correspondientes al complejo de inclusion M5adc1,5-DHN-10NOs. Se sigue el mismo
codigo de colores para los circulos que el empleado en la Figura 46.

EL experimento de DOSY confirma que la adicion de plantilla dirige hacia la
formacion preferente del complejo correspondiente a la especie mononuclear frente a la
especie dinuclear. Dado que no se pueden caracterizar por espectrometria de masas los
complejos formados; se lleva a cabo el ensamblaje de los metalociclos equivalentes de
platino con un ciclofano con dos subunidades de 1,5-dihidroxinaftaleno para formar los
correspondientes catenanos. Para labilizar el enlace Pt-N y conseguir formar el catenano
es necesario calentar a 150 °C durante 3 horas. Tras enfriar la estructura queda fijada, de
modo que, en este caso si seria posible caracterizar el catenano formado por

espectroscopia de masas.'®

Por altimo, se realizan los calculos DFT para determinar las posibles estructuras
de los complejos de inclusion formados en disolucion. Con el objetivo de simplificar los
calculos se utiliza el metalociclo corto M1 con un tamafio de cavidad muy similar a M4
y M5. De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 55), empleando como base de
calculo M06, tanto el complejo derivado del metalociclo mononuclear como el derivado
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del metalociclo dinuclear resultarian estables en disolucion, pudiendo coexistir. De esta
forma, se puede suponer que la barrera energética de conversion entre monémero y
dimero depende de la naturaleza del ligando, pudiendo producirse o no la reorganizacion

completa del sistema hacia uno de los dos potenciales complejos de inclusion.

Figura 55: Estructuras obtenidas mediante calculos DFT para los complejos de inclusion A) Mlacl,s-
DHN-5NO; y B) Mladc1,5-DHN-10NOs.
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3.2.8 Autoensamblaje de [2]-Catenanos

Dada la capacidad de nuestros metalociclos para actuar como receptores de
sustratos z-dadores, y formar asi complejos de inclusion, cabe esperar que también sea
viable la formacion de catenanos empleando ciclofanos con unidades z-excedentes. Por
ello, se selecciond el ciclofano DN38C10'% (Figura 56), el cual posee unidades
derivadas del 1,5-DHN y en consecuencia las caracteristicas electronicas n-dadoras
requeridas. Como metalociclos, con el objetivo de estudiar el proceso de reorganizacion
de los sistemas mondmero-dimero, se seleccionaron los derivados del ligando L6, de
dimensiones mayores que los derivados de L4 y L5, y los metalociclos derivados del
ligando L4 que presentan al menos una pared derivada del 2,7-diazapireno ideal para el
establecimiento de interacciones éptimas z- con el ciclofano. Se decide no seleccionar
los metalociclos derivados del ligando L5, ya que no se consiguen obtener los picos de
masas de alta resolucion ni del metalociclo mononuclear de platino M5b ni del
metalociclo dinuclear de platino M5bd, por lo que cabe esperar que tampoco sea viable

obtener los de sus catenanos derivados.
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Figura 56: a) ciclofano DN38C10, b) metalociclo M6a-5NO3; y M6ad-10NOs y ¢) metalociclo
M4a-5NO3 y M4ad-10NO:s.

106 Hamilton, D. J.; Davies, J. E.; Prodi, L.; Sanders, J. K. M. Chem. Eur. J. 1998, 4, 608.
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3.2.8.1 Catenano de DN38C10 con M6a-5NO3y M6ad-10NO3

La adicion de un equivalente del compuesto DN38C10 a una disolucion del
ligando L6 y el complejo (en)Pd(ONO2). a concentracion 2.5 mM en D20 se mantiene
en agitacion en un bafio de ultrasonidos durante 170 horas. Transcurrido dicho tiempo, se
observa un cambio de color en la disolucion, que pasa de amarillo a naranja, como
consecuencia del establecimiento de una banda de transferencia de carga en la region

visible del espectro electromagnético.

Al comparar los espectros de RMN de *H de las especies de partida con el espectro
de la mezcla final, se aprecian importantes cambios que son consistentes con la formacion
del catenano (Figura 57). Asi, se observa en primer lugar la desaparicién de un conjunto
de sefiales (reorganizacion del sistema) y el desplazamiento del otro conjunto de sefiales
(se presupone el desplazamiento de las sefiales que se corresponderian con el metalociclo
mononuclear). El sistema, se reorganiza, al igual que ocurria con la plantilla de 1,5-DHN,
para formar el [2]-catenano.

M6a M6ad M6a_ DN38C10

Esquema 14: Representacion esquematica del reordenamiento del sistema monémero-dimero mediante la
adicion del ciclofano DN38C10.
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Figura 57: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) mezcla del metalociclo M6a-5NOs
y del metalociclo M6ad-10NQOs y b) catenano M6a-5NOs;< DN38C10.

Asi, como consecuencia de la formacion del correspondiente [2]-catenano, en
general, las sefiales de los lados largos del metalociclo se apantallan debido al
establecimiento de interacciones z-z con la subunidad de 1,5-DHN del ciclofano. Por el
contrario, las sefiales del lado corto del metalociclo se desapantallan como consecuencia
del establecimiento de interacciones CH---z con el naftaleno del sustrato.

Respecto a las sefiales correspondientes al ciclofano, para su subunidad de 1,5-
DHN se observan dos juegos de sefiales apantalladas con respecto al ciclofano libre
(Figura 58). La aparicién de los dos grupos de sefiales (el grupo mas apantallado
correspondiente al 1,5-dioxonaftaleno situado dentro de la cavidad y el otro grupo menos
apantallado correspondiente al 1,5-dioxonaftaleno situado fuera de la cavidad) es
indicativa de que la velocidad del giro en torno al metalociclo de las dos subunidades de
1,5-dioxonaftaleno es lenta en la escala de tiempos del RMN. Sin embargo, la aparicion
de un Unico grupo de sefiales para el metalociclo se debe a que el giro del metalociclo
sobre su propio eje dentro de la cavidad del ciclofano es rapida en la escala de tiempos
del RMN; corroborando que las interacciones de la unidad naftalénica externa y las
paredes externas del metalociclo son mas débiles que las interacciones que se establecen
entre la unidad naftalénica interna y las paredes n-deficientes del metalociclo (Figura
59).
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Figura 58: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) catenano M6a-5NOs;= DN38C10 y
b) ciclofano DN38C10.
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Figura 59: Esquema de las velocidades en la escala de tiempos de RMN de los posibles movimientos de
los distintos componentes del [2]-catenano.

Para corroborar la formacion del [2]-catenano de la especie mononuclear se
recurre a la espectrometria de masas. Para ello se adiciona un equivalente del ciclofano
DN38C10 a una disolucion del metalociclo analogo de platino M6b-5NOsy se calienta la
mezcla en un horno microondas durante 3 horas a 150°. Al retirar el vial de microondas
se comprueba que la mezcla ha cambiado de color, adquiriendo el color naranja intenso
del catenano de Pd(Il). EI compuesto formado se precipita mediante la adicion de
hexafluorofosfato potésico, para obtener el correspondiente catenano como sal de
hexafluorofosfato. El espectro de masas confirma la esperada formacion del [2]-catenano

derivado la especie mononuclear (Figura 60).
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Figura 60: ESI-MS (m/z) calculada para: a) [M6a-3PFscDN38C10]*? (arriba) y encontrada (debajo) y b)
[M6a-2PFscDN38C10]* (arriba) y encontrada (debajo). Los codigos de colores representan: el color
rosa a los picos de masa tedrica y el violeta a los picos de masa (m/z) encontrados.

3.2.8.2 Catenano de DN38C10 con M4a-5NOs3
Al adicionar un equivalente del compuesto DN38C10 a una disolucion del ligando

L y el complejo (en)Pd(ONO>). a concentracion 2.5 mM en D,0, y dejar agitando en un
bafio de ultrasonidos durante 12 horas, se observa en la disolucion un cambio de color de
amarillo a naranja intenso debido al establecimiento de una banda de transferencia de
carga entre el sustrato y el metalociclo.

Los experimentos de RMN mono y bidimensionales confirman la formacion del
[2]-catenano como especie mayoritaria. Por ejemplo, en el espectro de RMN de *H de la
mezcla 1:1, se observa el desdoblamiento de las sefiales correspondientes a la pared de

2,7-diazapireno del metalociclo (Figura 61).

o™

M4alT_DN38C10+ ¢M5ad_2-DN38C107?

Esquema 15: Representacion esquematica del reordenamiento del sistema monémero-dimero mediante la
adicion del ciclofano DN38C10.
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Figura 61: Espectros parciales de *H-RMN (500 MHz, D,0) para: a) mezcla del metalociclo M4a-5NOs
y del metalociclo M4ad-10NQg, b) catenano M4a-5NO3cDN38C10 (0.5 mM) y c¢) ciclofano DN38C10.
Leyenda: los circulos de color rojo se corresponden con los nucleos del ciclofano.

Al igual que ocurria con el complejo de M4a-5NO3c1,5-DHN, la inclusion del sustrato
en la cavidad provoca la pérdida de simetria por el plano horizontal del metalociclo, de
modo que la cara superior e inferior del metalociclo dejan de ser quimicamente
equivalentes, produciéndose el desdoblamiento de las sefiales de la unidad de
diazapireno.®® Con respecto al ciclofano, se observan para su subunidad de 1,5-DHN tres
juegos de sefiales al formarse el catenano. Los dos grupos de sefiales mas apantalladas,
con respecto a la subunidad de 1,5-DHN del ciclofano libre, se corresponderian con los
seis protios de la subunidad de naftaleno situado en el interior de la cavidad del
metalociclo. La formacion del catenano implica una pérdida de simetria de la subunidad
de 1,5-DHN por la cual los seis protios naftalénicos dejan de ser equivalentes. En cuanto
al juego de sefiales méas similar a la subunidad de 1,5-DHN libre del ciclofano se
corresponderia con el anillo de naftaleno situado fuera de la cavidad, indicando que el
proceso de rotacion del sustrato es lento en la escala de tiempos de RMN. El ligero
apantallamiento que experimentan estas sefiales con respecto a las del ciclofano libre
podria deberse a la interaccion del anillo de naftaleno situado fuera de la cavidad con la
pared de 2,7-diazapireno. Por ello, probablemente el ciclofano se disponga con sus dos
subunidades de 1,5-DHN situadas alrededor de la pared de 2,7-diazapireno,
incrementandose, asi las interacciones z-z. La estequiometria de la especie formada se
confirmé como 1:1 mediante la integracion relativa de las sefiales de los componentes

con defecto de ciclofano. Por ultimo, indicar que las sefiales menos intensas de la Figura
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61, las cuales resultan dificiles de asignar podrian corresponderse con el 3-catenano

derivado del metalociclo M6ad.

Adicionalmente, el autoensamblaje a concentracién 10mM de componentes de la
mezcla de Pt(Il) equivalente fue estudiada mediante EM-ESI. Se trataria de evaluar la
posibilidad de que se formase el [3]-catenano derivado del metalociclo dinuclear
mediante espectrometria de masas. Sin embargo, el espectro de alta resolucién solo
confirma la formacion del [2]-catenano derivado de la especie monomérica. En la Figura
62 se observan dos picos que se corresponderian con los cationes resultantes de la pérdida
de dos y tres contraiones de PFe por parte del [2]-catenano y cuyo patron isotopico

coincide con el tedrico.
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Figura 62: ESI-MS (m/z) calculada para: a) [M4a-3PFsc DN38C10]*? (arriba) y encontrada (debajo) y
b) [M4a-2PFsc DN38C10]*3 (arriba) y encontrada (debajo). Se sigue el mismo codigo de colores que en
la Figura 60.
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Capitulo Il. Estudios de interaccion con ADN

3.3 Influencia del tamafio de metalociclos PtL>
cuadrangulares en la interaccion y selectividad con el ADN.,

3.3.1 Introduccion

Como se ha comentado en la introduccion del presente trabajo, en los Gltimos afios
ha cobrado especial relevancia el papel desempefiado por el ADN de estructura cuadruple
en diversos procesos cancerigenos.®® Dichas estructuras consisten en tétradas de guaninas
apiladas, formadas en regiones de ADN ricas en guaninas como los telémeros y las
regiones promotoras de ciertos oncogenes. Las moléculas pequefias que se unen a estas
estructuras han demostrado ser capaces de inhibir la accion de la enzima telomerasa,
encargada de la reposicion de restos de guanosina en las regiones teloméricas, y que se
encuentra sobreexpresada en el 85-90% de las células tumorales. Ademas de la funcién
de regulacion en los telémeros, el ADN cuédruple tiene otras importantes funciones

bioldgicas, como son la regulacion de la transcripcion de ciertos genes.

Los compuestos convencionales que se unen al ADN cuadruple son moléculas
organicas, las cuales poseen largas superficies aromaticas y cargas positivas cerca del
centro de la molécula o en posiciones laterales con el fin de incrementar su afinidad por
los surcos de las estructuras de ADN cuéadruple.?” Una estrategia interesante consiste en
disefiar moléculas capaces de interaccionar con el ADN-cuadruple empleando el
autoensamblaje supramolecular, método que permite obtener amplias librerias de
compuestos de una forma modular, estructuras dificilmente alcanzables con la quimica
tradicional covalente. En este contexto, como se ha comentado en la introduccion,
Sleiman y colaboradores estudiaron la capacidad de interaccion con el ADN cuadruple
del metalociclo de platino de tipo MsL4 desarrollado por Fujita y colaboradores.?® En esta
seminal publicacion del 2008, los autores demuestran la elevada afinidad de dicho
metalociclo cuadrangular por el ADN cuadruple, asi como su capacidad para inhibir la

accion de la telomerasa.
3.3.2 Metalociclos ML, cuadrangulares seleccionados

En base a lo publicado por Sleiman y colaboradores con el metalociclo

cuadrangular de Fujita, A34, se decidio estudiar la interaccion con el ADN de

107 Reed, J.E.; Arnal, A. A.; Neidle, S.; Vilar, R. J. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 5992.
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metalociclos de tipo ML cuadrangulares desarrollados en nuestro grupo de
investigacion, y evaluar la influencia de su tamafio en la fortaleza y selectividad de la

interaccion con el ADN duplex versus cuédruple-G.

Con este fin, fueron seleccionados para su evaluacion con el ADN los
metalociclos cuadrangulares de la Figura 63 (metalociclos M8, M9 y M10), de tres
tamarios diferentes y formados por ligandos derivados de N-monoalquil-4,4’-bipiridina
(L8, L9 y L10). Tanto los ligandos como los metalociclos de Pt(l1l) M8, M9 y M10 se
prepararon de acuerdo a metodologias previamente publicadas por nuestro grupo de

investigacion,3928%8% ysandolos como sales de nitrato solubles en agua.

/
4]
oN W N
+ | AN
=
N N = <
=
H2 S+ |
N._ ONO, N
o=[ pt L
—_ N ONO,
I—f\ + N—O Ho Ligando: L8 Ligando: L9 Ligando: L10

\Met. Pt: M8  Met. Pt: M9 Met Pt: M10

Figura 63: Representacion esquematica de las estructuras de los ligandos L8-L.10, y de sus
correspondientes metalociclos de Pt(11) M8-M10.

Estratégicamente seleccionamos dichos metalociclos con dimensiones de cavidad
crecientes (122 A, 166 A, 222 A) y comparables con las del area de la tétrada de guaninas
(92 A). De esta forma, se planteo el estudio de la interaccion de los ligandos L8-L10 y
sus correspondientes metalociclos M8-M10, tanto con ADN de doble hélice, como con
diversas secuencias de ADN cuadruple de la region humana de los telémeros y de
regiones promotoras de ciertos oncogenes. Las secuencias de estos oligonucledtidos

comerciales se recogen en la siguiente tabla:
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Tabla 3: secuencias 5°-3” de los oligonucledtidos empleados. En negrita se muestran las guaninas
responsables de la formacidn de la estructura cuadruple.

Oligonucleétido Secuencia
h-Telo AGG GTT AGG GTT AGG GTT AGG G
c-Myc TGG GGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA AGG
c-Kitl AGG GAG GGC GCT GGG AGG G
h-TERT GGG GGC TGG GCC GGG GAC CCG GGA GGG GTC GGG

ACG GGG CGG GG

Bcl2 AGG GGC GGG CGC GGG AGG AAG GGG GCG GGA GCG GGG CTG
TERRA UUA GGG UUA GGG UUA GGG UUA GGG
ds-DNA TATAGCTATA-Heg-TATAGCTATA

Una vez seleccionados tanto los ligandos y metalociclos, cémo las secuencias de
ADN diana, el estudio de la interaccion con ADN se realizd6 mediante técnicas
espectroscopicas estandar en este tipo de estudios, que seran introducidas y discutidas
brevemente antes de explicar los resultados propios derivados de su utilizacion en el

presente trabajo.

En lo que se refiere al estudio de la potencial actividad biol6gica de los ligandos
y metalociclos, donde se analizaron sus efectos sobre la viabilidad de tres lineas celulares
cancerigenas y la regulacion de la expresion génica de ciertos oncogenes, dicha discusion

se trasladara al Gltimo capitulo de la presente memoria.

3.3.3 Estudios preliminares

Antes de comenzar los estudios de interaccion con el ADN de los compuestos
preparados, se evalla su estabilidad en el tampon en el que se llevaran a cabo dichos
estudios (tampon Tris-KClI). Para ello se preparan disoluciones de los metalociclos (M8,
M9y M10) en el tampodn, y se registra su espectro Ultravioleta-Visible cada hora durante
24 horas. Los resultados muestran que los tres metalociclos son estables en el tampon
Tris-KCI, al no observarse cambios en sus espectros de absorcién con el tiempo
(Apéndice AlIL-AlI3).

A continuacion, como ultimo estudio preliminar, se lleva a cabo la determinacion

de los coeficientes de extincion molar de los ligandos y metalociclos en el tampon Tris-
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KCI. En la Figura 64 se recoge, a modo de ejemplo, el estudio Lambert-Beer para el
ligando L8 y el metalociclo M8 (Apéndice All4-All5 para M9y M10).
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Figura 64: Espectros de UV-VIS y célculo del coeficiente de £en el tampon Tris-KCI (Ajuste de
Lambert-Beer) de: A) L8-2NOs3, Amax =263 nmy, B) M8-8NO3, Amax= 274 nm.

3.3.4 Estudio de la interaccion por medida de la desnaturalizacién
térmica

A mediados de la década de los afios 50, varios trabajos demostraron que el ADN
de doble hélice se podia desnaturalizar al estar sometido a estimulos como la temperatura
o el pH. La temperatura a la que se produce dicha naturalizacion, Tm, depende del tipo de
ADN vy del disolvente en el que se encuentre la biomolécula.’® Asi, el método mas
popular para investigar la transicion del ADN en forma de doble hélice a dos hebras de
ADN individuales, consiste en observar los cambios que se producen en su banda UV de

absorcion a Amax = 260 nm, la cual se ve incrementada sobre un 25%.1%°

El fenémeno de la desnaturalizacion térmica también se observa en las
disoluciones de ADN cuadruple. Al igual, que ocurria con el ADN de doble hélice, al
desnaturalizarse se producen cambios en su banda de absorcion a Amax = 260 nm, aunque
en este caso las variaciones son demasiado pequefias. Sin embargo, se obtiene una buena
sefial para una banda situada a Amax = 295 nm, la cual experimenta un importante

decrecimiento de la absorbancia al desnaturalizarse.!1°

108 Wartell, R. M.; Benight, A. S. 1985, 126, 67.
109 Rachwall, P. A.; Fox, K. R. Methods. 2007, 43, 291.
110 Mergny, J.L.; Phan, A.T.; Lacroix, L. FEBS Lett. 1998, 435, 74.
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Otras técnicas espectroscopicas utilizadas para monitorizar la desnaturalizacion

térmica del ADN son: el dicroismo circular't12 el RMN 10113 y [a fluorescencia. 114115

Dentro del estudio de la desnaturalizacion por fluorescencia, la variante mas
utilizada es la basada en el fendmeno FRET (transmision de energia de resonancia o
transferencia de energia de resonancia de Forster), proceso por el cual un fluoréforo en
un estado excitado (dador), transfiere energia a una molécula vecina en estado
fundamental (aceptor), mediante una interaccién no radioactiva dipolo-dipolo. Se

necesita por lo tanto que exista en el acido nucleico un fluoréforo dador y uno aceptor.

Las curvas de desnaturalizacion se obtienen como un cambio en el nivel de la
emision de fluorescencia en el par de FRET al incrementar la temperatura.''® En teoria
usar un par FRET permite no s6lo monitorizar la fluorescencia del dador en funcién de la
temperatura, sino también confirmar el proceso de desnaturalizacién del ADN mediante

el decrecimiento en la emision del aceptor con la temperatura.t’

En los experimentos llevados a cabo en la presente memoria, se emplean los
oligonucleétidos de ADN previamente discutidos, marcados en el extremo 5’ con el
fluoroforo dador FAM (6-carboxifluoresceina) y en el extremo 3’ con el aceptor TAMRA
(6-carboxitetrametilrodamina).*'®11® Se mide asi el incremento de la fluorescencia de
FAM durante la desnaturalizacion, ya que su sefial es mas reproducible que lade TAMRA
y ademas es medible por la mayoria de los equipos de RT-PCR, los cuales no suelen servir
para medir la fluorescencia de TAMRA. FAM se excita a Aexc = 492 nm y su emision se
mide a Adem = 516 nm.}*” En la estructura de ADN plegada, los dos fluoréforos se
encuentran proximos en el espacio por lo que la fluorescencia de FAM esta inactivada

por TAMRA. Sin embargo, durante el experimento, a medida que aumenta la temperatura

111 petraccone, L.; Barone, G.; Giancola, C. Curr. Med. Chem. Anti Cancer Agents. 2005, 13, 463.

112 petraccone, L.; Erra, E.; Esposito, V.; Randazzo, A.; Galeone, A.; Barone, G.; Giancola, C. Biopolymers.
2005, 77, 75.

113 Hardin, C. C.; Henderson, E.; Watson, T.; Prosser, J. K. Biochemistry, 1991, 30, 4460.

114 Darby, R. A. J.; Sollogoub, M.; McKeen, C.; Brown, L.; Risitano, A.; Brown, N.; Barton, C.; Brown,
T.; Fox, K.R. Nucleic Acids Res. 2002, 30, 39.

115 De Cian, J. A.; Guittat, L.; Kaiser, M.; Sacca, B.; Amrane, S.; Bourdoncle, A.; Alberti, P.; Teulade-
Fichou, M.; Lacroix, P. L.; Mergny, J. L. Methods. 2007, 42, 183.

116 paramasivan, S.; Rujan, 1.; Bolton, P. H. Methods. 2007, 43, 324.

117 Renciuk, D.; Zhou, J.; Beaurepaire, L.; Guedin, A.; Bourdoncle, A.; Mergny, J.-L, Methods, 2012, 57,
122.

118 Mergny, J. L.; Maurizot, J. C. ChemBioChem, 2001, 2, 124.

119 Guedin, A.; Lacroix, L.; Mergny, J. L. Methods Mol. Biol., 2010, 613, 25.
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se produce el desplegamiento de la estructura secundaria del ADN, y en consecuencia,

los dos fluréforos se separan pudiendo detectar la fluorescencia de FAM (Figura 65).

v

Figura 65: Esquema de la desnaturalizacion térmica del ADN cuadruple marcado en un extremo con el
fluoréforo FAM y en el otro extremo con el fluor6foro TAMRA.

Al registrar la fluorescencia del fluoréforo FAM del

correspondiente

oligonucledtido, en el rango de temperaturas de 25 a 95 °C, se obtiene una curva

sigmoidea. El punto medio de esta curva representa el punto medio entre la forma de

ADN completamente plegada y desplegada, y se le denomina temperatura de

desnaturalizacion media (T12) (Figura 66). Al registrar el experimento en presencia de

un compuesto que estabilice la estructura del ADN, la temperatura de desnaturalizacion

media del oligonucledtido aumenta. Este incremento de temperatura (Ati2) depende de la

interaccién y de la concentracion del compuesto en el medio. La concentracidn estandar

del compuesto que se suele utilizar es 1uM y la concentracion de ADN 0.2puM.*?°
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Figura 66: Ejemplo de curva de desnaturalizacion térmica de una estructura de ADN cuadruple (h-Telo)

en tampdn cacodilato potasico sin (curva negra) y con compuesto (curva roja)

120 Neidle. S.; Therapeutic Applications of Quadruplex Nucleic Acids, 1 edition, 2012, ISBN 978 0 12

375138 6, Editorial Elsevier.
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Las principales ventajas que presenta el uso de la técnica de FRET son la alta
sensibilidad y la baja cantidad del oligonucle6tido necesario para lleva a cabo el
experimento. Ademas, se pueden testar muchas experiencias a la vez (se usan placas con
96 pocillos por experimento). Por el contrario, debe tenerse en cuenta que esta técnica es
inadecuada en el caso de que el ligando interaccione con los fluor6foros o absorba a la

misma longitud de onda que el fluoréforo. 114121

3.3.4.1 Estudios de desnaturalizacion térmica del ADN observados por FRET

En nuestro caso, para los experimentos de desnaturalizacion térmica del ADN
mediante FRET de los ligandos y los metalociclos de Pt(l1) seleccionados, se usaron las
secuencias de la Tabla 3 conjugadas con FAM y TAMRA, empleando la porfirina
TMPyP4 como control no selectivo de agente de unién a ADN de doble y cuadruple

hélice.82122

Los perfiles de FRET para los oligonucleétidos a concentracion 0.2 uM tras la
interaccion con los ligandos y los metalociclos a concentracion 1 uM (salvo el
metalociclo M10 que fue necesario disminuir la concentracion a 0.25 uM) (Figura 67 y
Apéndice All6), muestran una actividad nula o casi nula de los ligandos L8-L10 vy, en

contraste, una interaccion remarcable con los correspondientes metalociclos de Pt(1l).

A) B)
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Figura 67: Representacion de los perfiles de FRET de ds-DNA (A) y de c-Kitl (B) al interaccionar con

los compuestos L8-L.10, M8-M10 y TMPyP4 (control). El tampon utilizado: 60 mM cacodilato potasico,

pH = 7.4. Los perfiles de desnaturalizacion con el resto de los oligonucleotidos se pueden consultar en el
anexo (All4).

121 3) Guyen, B.; Schultes, C. M.; Hazel, P.; Mann, J.; Neidle, S. Org. Biomol. Chem. 2004, 2, 981; b)
Schultes, C. M.; Guyen, B.; Cuesta, J.; Neidle, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 4347.
122 Han, F. X.; Wheelhouse R. T.; Hurley, L. H. J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 3561.

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Discusion de resultados 88

En particular, los metalociclos M9 y M10 interaccionan fuertemente con el ds-
DNA (duplex) y los oligonucleétidos de ADN cuadruple, con valores de AT mayores

incluso que los exhibidos por el control (Tabla 4).

Tabla 4: valores de AT/, de ds-DNA y cuaddruple-G a concentracion 0.2 uM al interaccionar con los
compuestos L8-L.10 y M8-M10 a concentracién 1 uM (*compuesto M10 a concentracién 0.25 uM).

TMPyP L8 L9 L10 M8 M9 M10

ds-DNA 27.2 0.2 -0.4 3.5 4.9 33.7 37.5
h-Telo 31.8 -1.5 -0.4 3.9 1.5 36.9 12.3*
c-Myc 11.8 -2.9 -2.5 0.8 1.7 19.2 1.7*
c-Kitl 28.7 -0.7 2.3 7.6 10.2 32.8 10.2*
h-TERT 26.4 0.9 2.1 3.5 5.4 23.8 30.1
bcl2 35.0 -2.7 -1.8 0.8 3.8 32.2 36.2
TERRA 14.9 -0.9 0.6 3.8 4.0 19.9 4.0*

Para el metalociclo M10, en la mayoria de casos, fue necesario reducir la
concentracion a 0.25uM con el objetivo de observar una emision de FAM apreciable, ya
que al usar la concentracion 1uM no era posible desnaturalizar las estructuras (Apéndice
AllI7-Al19).

Los resultados obtenidos muestran como el metalociclo de platino M10, el de
mayor tamafio, es el mejor agente de unién al ADN, al menos en su estructura terciaria.
Por otro lado, los resultados también muestran, que el metalociclo mas pequefio, el
metalociclo M8, muestra una interaccién modesta con el ds-DNA pero, sin embargo, es
capaz de unirse significativamente a oligonucle6tidos de ADN cuadruple: c-Kitl y
hTERT.

Este altimo resultado remarca las evidencias encontradas en la bibliografia,®” que
sugieren que modulando el tamafio de los metalociclos de Pt(Il) se pueden obtener
geometrias adecuadas capaces de unirse de manera especifica al ADN de estructura

cuadruple.
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3.3.5 Estudio de la interaccion mediante espectroscopia UV-Vis vy
dicroismo circular

3.3.5.1  Dicroismo circular (CD)

Las moléculas quirales son pticamente activas, por lo que, exhiben el fendémeno
de la rotacion optica (OR) y del dicroismo circular (CD). Tanto la rotacion 6ptica como
el dicroismo circular se usan de manera rutinaria para caracterizar la estereoquimica de
moléculas quirales, incluidas biomoléculas como el ADN, especialmente su
configuracion absoluta y su estructura conformacional. En particular, las medidas de CD
han proporcionado informacién crucial sobre los cambios estructurales en las
biomoléculas debido a que, sus correspondientes estructuras secundarias y terciarias,

presentan espectros de dicroismo circular muy caracteristicos y especificos.?

Como ya se ha comentado, existe una amplia variedad de conformaciones que
pueden adoptar las secuencias ricas en guaninas al constituir la forma cuadruple-
G.62124125 Asi por ejemplo, los cuadruples unimoleculares de ADN telomérico estan
formados por tres tétradas de guaninas apiladas y conectadas unas con otras a través de
bucles de TTA. La morfologia de esta estructura secundaria depende de diversos factores
como la concentracion de cationes monovalentes de sodio o potasio en el medio. Asi, si
en disolucién predominan los iones potasio, el oligonucledtido suele adoptar la
conformacién paralela. Por el contrario, si en disolucion predominan los iones sodio, el
oligonucle6tido suele adoptar una conformacion antiparalela. De esta forma, en funcién

de la conformacion que adopte el cuadruplex, se obtienen diferentes espectros de CD.%’

Ademas de servir de huella dactilar para cada conformacion, los experimentos de
CD permiten seguir los cambios producidos en el espectro de CD del ADN al
interaccionar con un ligando. Los cambios no siempre son lo suficientemente
significativos, por lo cual se suele utilizar esta técnica en combinacion con otras que

permitan obtener en dichos casos resultados cuantitativos.!6:126

123 Berova, N.; Nakanishi, K.; Woody, R. W. Circular Dichroism: Principles and Applications 2" edition.
2000, ISBN 978-0-471-33003-5, John Wiley & Sons, Inc.

124 Crnugelj, M.; Sket. P.; PLavec, J. J. Am. Chem, Soc. 2003, 125, 7866.

125 Campbell, N. H.; Patel. M.; Tofa, A.B.; Ghosh, R.; Parkinson, G. N.; Neidle S. Biochemistry. 2009, 48,
1675.

126 Karsisiotis, A. I.; Hessari, N. M.; Novellino, E.; Spada, G. P.; Randazzo, A.; Webba da Silva, W. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 2011, 50, 10645.

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Discusion de resultados 90

3.3.5.2  Espectroscopia UV-vis

La valoracién por espectroscopia Ultravioleta-Visible ha permitido determinar el
valor de las constantes de asociacion de diversos compuestos con oligonucleétidos de
ADN.*?" E| fundamento de esta técnica se basa en la diferencia que se produciria en el
espectro de absorcion del compuesto al ir afiadiendo volumenes crecientes del ADN. La
principal limitacion que presenta esta técnica, es la necesidad de que el compuesto
presente en estado libre una banda de absorcién diferenciada de la del ADN libre (Amax =
260nm). Si se produce interaccion se deberian observar cambios en dicha banda,
pudiendo crecer o decrecer y desplazarse hacia el rojo o azul, dependiendo de la absorcion

del aducto formado entre el compuesto y el ADN.

3.3.5.3 Valoraciones de Dicroismo Circular y de espectroscopia Ultravioleta Visible
Para obtener més informacion acerca de la interaccion de los metalociclos M8-

M10 con ADN de doble hélice (ds-DNA) y cuadruple (c-Kitl), se llevaron a cabo

valoraciones de CD (Figura 68 y Figura 69) y de espectroscopia UV-Vis (Figura 70).

127 Kieltyka, R.; Englebienne, P.; Moitessier, N.; Sleiman, H. G-Quadruplex DNA, Methods and Protocols.
2010, 233, Editorial Springer (Humana Press).
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Figura 68: Espectros de dicroismo circular de la interaccion de A) metalociclo M8 con ds-DNA; B)
metalociclo M8 con c-Kitl; C) metalociclo M9 con ds-DNA; D) metalociclo M9 con c¢-Kit1; E)
metalociclo M10 con ds-DNA y F) metalociclo M10 con c-Kit1.

Asi, el espectro de CD en la Figura 68C confirma la fuerza de la interaccion del
compuesto M10 con el ds-DNA, con la aparicion de una banda inducidaenel CD a A =

350 nm. Ademas, la banda caracteristica del ds-DNA (4 = 260 nm) se modifica
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intensamente, indicando un posible efecto de doblamiento de la biomolécula. Por otra
parte, la interaccion de M8 con ds-DNA es més deébil (Figura 68A), produciendo
Unicamente la aparicion de una pequefia banda de CD inducida, pero no observandose

cambios significativos en la banda del ADN.

Ademas, como se muestra en la Figura 68, la intensidad de la banda del c-Kitl
decrece generalmente tras la interaccion con M8-M10, siendo mas acusado el cambio con
el compuesto M10. Se puede decir ademas que los efectos de CD observados para la
interaccion de ds-DNA y c-Kitl con los metalociclos, se incrementan tipicamente en

todas las valoraciones realizadas con el tamafio del metalociclo (M10 > M9 > M8).

Con el fin de estudiar el efecto de los metalociclos M8 y M10 en el plegamiento
de la estructura del cuadruple, se monitoriza mediante CD la interaccion con c-Kitl a
diferente temperatura. Asi, con el compuesto M8, la estructura de c-Kitl se mantiene en
disoluciéon después de un ciclo de calentamiento-enfriamiento (Figura 69A). Sin
embargo, la estructura del cuadruple del c-Kitl no se vuelve a formar con el compuesto
M10 (Figura 69B). Esta es otra prueba de la importancia del tamafio de la cavidad del
metalociclo de platino en la interaccién. ElI metalociclo M9 muestra el mismo

comportamiento que el metalociclo M10, aunque menos pronunciado (Apéndice All11).
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Figura 69: Espectros de dicroismo circular de la interaccion de c-Kitl a 25°C y 95°C con a) metalociclo
M8 y b) metalociclo M10.

A continuacion se llevo a cabo la valoracion de la interaccion de los metalociclos
M9y M10 con el ADN de doble hélice (ds-DNA) y cuadruple (c-Kitl) por espectroscopia
UV-Vis. Para el metalociclo M8 no resulta posible realizar la valoracion, debido a que su
banda en el espectro de absorbancia se solapa con la del ADN (Apéndice All12).
Afortunadamente, si fue posible realizar las valoraciones con los metalociclos M9y M10,
pudiéndose calcular los valores de sus constantes de asociacion con ds-ADN (M10: Ka
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=1.3+0.2 x 10° M, M10: Ka= 2.3 + 0.4 x 10° M, Figura 70). Dichos valores de las
constantes de interaccion se ven aumentados al evaluar la interaccion de los metalociclos
M9 y M10 con la secuencia de ADN cuadruple correspondiente al c-Kitl, indicando el
incremento de afinidad de dichos compuestos por el c-Kit1 frente al ds-DNA. En concreto
los valores de las constantes de asociacion (Ka) con el c-Kitl para los metalociclos M9 y

M10 son (3.5 + 1.0) x 10° y (2.0 + 0.3) x 10" M™%, respectivamente.
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Figura 70: Espectros Ultravioleta-Visible de la interaccion de A) metalociclo M9 con ds-DNA, B) M10
con ds-DNA, C) metalociclo M9 con c-Kitl y D) metalociclo M10 con c-Kit1.

3.3.5.4  Estudios de Docking molecular

Con el fin de obtener informacion estructural, que nos ayudase a racionalizar los
resultados de interaccion obtenidos, se realizaron estudios de Docking Molecular
empleando el programa AutoDock Vina 1.1.2'%8 (para mas detalle consultar el apéndice
IV). Estos muestran como los metalociclos M8, M9 y M10 se dispondrian encima y
debajo de las caras del cuadruple telomérico (h-Telo), como ya se habia encontrado para
[Pt(en)(4,4 -dipyridyl)]s (Figura 71).8687.129

128 Trott, O.; Olson, A. J. J. Comput. Chem., 2010, 31, 455.
129 Zheng, X. H. Zhong, Y. F.; Tan, C. P.; Ji, L. N.; Mao, Z. W. Dalton Trans., 2012, 41, 11807.
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Sin embargo, los metalociclos se disponen en regiones diferentes al interaccionar
con el c-Kitl. Asi, el compuesto M8 se comporta de manera diferente al compuesto M9
y M10 al ser el tnico que encaja en el surco de union del c-Kitl.

c-Kit G4 h-Telo G4

e M10

Figura 71: Docking molecular: dibujo mostrando los posibles sitios de unién de los metalociclos M8,
M9 y M10 con c-Kitl y h-Telo.
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3.4 Estudio de la interaccion con ADN de una libreria
estructuralmente heterogénea de metalociclos

3.4.1 Metalociclos seleccionados

Con el objetivo de arrojar luz sobre los requisitos estructurales necesarios por
parte de los metalociclos desarrollados por el grupo, en su perfil de interaccion con el
ADN, se prepar0 y analiz6 una libreria de ligandos y de sus respectivos metalociclos en
los que se varia el tamafio, forma, funcionalizacion, caracteristicas de absorcion-emision,
o0 carga y distribucion de la misma. Asi, por un lado, siguiendo la ruta sintética descrita
en la primera seccion, se pudieron preparar en cantidades razonables los metalociclos de
tipo Mi1L1 M5b-5NOs y M6b-5NO3s. Ambos metalociclos difieren en el tamafio de la
cavidad, siendo mayor en el caso del compuesto M6b. Ademas, M5b, es el Gnico que
presenta funcionalizacion exo-ciclica, presentando un sustituyente hidroxietil en su

estructura.

Se sintetiza también un metalociclo rectangular, M11, y dos metalociclos de tipo
ML, semihexagonales (M12, y M13).8% Los metalociclos M12 y M13 difieren del
metalociclo M11 en tamafio y forma. Por un lado, el metalociclo M12 deriva de un
ligando en L con 4,4’-bipiridinio, mientras que el metalociclo M13 deriva de un ligando
en L con 4,4’-bipiridinio con un puente de 1,4-bifenilo, difiriendo por lo tanto ambos
metalociclos, en la distribucion de sus cargas. Por otra parte, el metalociclo M11 ha sido
publicado previamente por el grupo de investigacion y deriva de un ligando en L con 4,4°-

bipiridinio con un puente de fenilo.*®

Por Gltimo, se sintetizan dos metalociclos de tipo M2L> hexagonales, los cuales

varian en tamarfio y forma.*?
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Figura 72: Metalociclos de Pt(1l) seleccionados.

Para los estudios de interaccion con el ADN se han realizado experimentos FRET,
FRET competitivo, y valoraciones mediante espectroscopia UV-Vis, CD y fluorescencia.
Las secuencias de los oligonucle6tidos comerciales empleados se recogen en la siguiente
tabla:
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Tabla 5: secuencias 5°-3” de los oligonucledtidos empleados.

Oligonucledtidos Secuencia
h-Telo AGG GTT AGG GTT AGG GTT AGG G
c-Kitl AGG GAG GGC GCT GGG AGG G
c-Kit2 CGG GCG GGC GCG AGG GAG GGG
hTERT GGG GGC TGG GCC GGG GAC CCG GGA GGG GTC GGG ACG GGG
CGG GG
hTERT-s AGG GGA GGG GCT GGG AGG GC
Bcl2 AGG GGC GGG CGC GGG AGG AAG GGG GCG GGA GCG GGG CTG
VEGF CGG GGC GGG CCTTGG GCG GGG T
ds-DNA TATAGCTATA-Heg-TATAGCTATA
G4-nl TGG GGG TTG GGG GTT GGG GGT TGG GGG T

3.4.2 Estudios preliminares

Antes de comenzar los estudios de interaccion, se evalla la estabilidad de los
metalociclos en la disolucion tampdn (Tris-KCI) que se va a emplear para realizar las
valoraciones de espectroscopia. Para ello se registra el espectro UV-Vis de los
compuestos cada hora durante 24 horas. Los resultados muestran que tanto los ligandos
como los metalociclos son estables con el tiempo, al no observar cambios en los espectros
registrados (apéndice All113-Al126)

A continuacion, se realizan los experimentos Lambert-Beer de los ligandos y de
los metalociclos en el Buffer Tris-KCI, comprobandose que se cumple dicha ley y
determinandose los valores de ¢ para cada ligando y su correspondiente metalociclo. A
modo de ejemplo, se muestran en la Figura 73 los espectros de espectroscopia UV-Vis 'y

los valores de ¢ calculados para el ligando L13 y el metalociclo M13.
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Figura 73: Espectros de absorcion y calculo del coeficiente de extincion molar en el tampon Tris-KCl
(Ajuste de Lambert Beer) de A) el ligando L13:2NO3 (A=352 nm) y B) metalociclo M13-8NO:s.

3.4.3 Estudios de interaccion
3.4.3.1  Experimentos de FRET

Una vez comprobado que los ligandos y los metalociclos son estables con el
tiempo, se realizan experimentos FRET con el fin de hacer una seleccion rapida de los
compuestos con un mejor perfil de interaccion. Esta informacién podria obtenerse
también, de modo realmente cuantitativo, por medio de valoraciones por espectroscopia
UV-Vis, CD o fluorescencia, pero se requeriria realizar un experimento para cada
compuesto. Asi, por medio del FRET, se puede realizar una seleccion rapida y preliminar
de los compuestos que resultan mas interesantes y someter a éstos a un estudio posterior

maés exhaustivo.

El primer experimento de FRET llevado a cabo consiste en evaluar la fortaleza de
la interaccion de todos los ligandos con una secuencia de ADN de doble hélice (ds-DNA)
y con una secuencia de ADN-cuadruple (h-Telo). De acuerdo con los resultados obtenidos
previamente, se espera que la interaccion de los ligandos con el ADN sea muy debil o
inexistente. De esta forma, los resultados confirman que los ligandos apenas
interaccionan ni con el ADN de doble hélice ni con el ADN cuéadruple, lo que permiten
descartarlos para estudios posteriores como potenciales agentes de union al ADN (Figura
74).
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Figura 74: Representacién de los perfiles de FRET de ds-DNA (A) y de ADN G-cuédruple, h-Telo (B) al
interaccionar con los compuestos L5, L6, L11-L15y con el compuesto TMPyP4. El buffer utilizado: 60
mM de cacodilato potéasico, pH=7.4.

A continuacién, se estudia la interaccion por FRET de los metalociclos. En el
experimento llevado a cabo se evalUa la variacion de la temperatura de desnaturalizacion
del ADN, de doble hélice (ds-DNA) y de estructura cuadruple (h-Telo), al afadir
cantidades crecientes de los metalociclos preparados. Con este experimento, se pretende,
por un lado, establecer la relacion que existe entre la concentracion de los metalociclos y
el incremento en la temperatura de desnaturalizacion del ADN, y por el otro, escoger la
mejor concentracion de los metalociclos a la que llevar a cabo estudios sucesivos. Por
ultimo, este experimento, permite seleccionar aquellos metalociclos que ofrezcan mejores
resultados. En la Figura 75 se recogen a modo de ejemplo, los resultados para los

metalociclos M6b y M13.

En general, los resultados, muestran en todos los casos (Figura 75 y Apéndice
Al139), que a medida que se incrementa la concentracion de los metalociclos aumenta la

temperatura de desnaturalizacion tanto del ADN de doble hélice como del ADN

cuédruple.
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Figura 75: Variacion de la temperatura media de desnaturalizacion de ct-ADN y h-Telo al afadir
concentraciones crecientes del metalociclo Méb (Ay B) y M13 (Cy D).

En particular, los metalociclos de tipo PtoL> M11-M15 son los que mas consiguen
estabilizar el ADN vy, especialmente, al ADN cuadruple. Por ello, estos metalociclos son
sometidos a otro experimento de FRET en los que se evaluara su interaccion con una
secuencia de ds-DNA y con una amplia seleccion de secuencias de ADN cuadruple (h-
Telo, h-TERT-s, h-TERT, c-Kitl, c-Kit2, Bcl2 y VEGF). En la realizacion de estos
experimentos se afiaden los metalociclos a concentracion 0,4 UM, estimada en base a los
resultados obtenidos en la estabilizacion de h-Telo. Para este oligonucleétido, se observa
que a concentraciones superiores no se produce una emisioén de FAM apreciable, lo que
implica una estabilizacion muy significativa que impide, en la mayoria de los casos, su
desnaturalizacion. Este fendmeno indica que, a priori, la interaccion de estos metalociclos
con el ADN es mayor que la mostrada por los metalociclos cuadrangulares M8 y M9

estudiados en la seccién anterior.
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Tabla 6: valores de ATy, de ds-ADN Yy distintas secuencias de ADN-cuadruple a concentracion

0.2uM al interaccionar con los compuestos M11, M13-M15 a concentracion 0.4 uM.

TMPyP M11 M13 M14 M15

ds-DNA 10.4 3.3 4.79 -1.8 24.7
h-Telo 11.5 7.1 6.7 -1.4 9.3
hTERT-s 5.8 10.7 13.8 =Ll 13.9
h-TERT 13.5 8.7 6.4 3.7 13.7
c-Kitl 32.7 22.8 20.4 8.8 27.0
c-Kit2 11.4 16.6 18.0 4.8 16.3
Bcl2 9.8 8.0 10.4 1.4 12.1
VEGF 8.1 10.4 9.1 0.6 16.1

En general los resultados (Tabla 6) indican que todos los metalociclos
interaccionan fuertemente con la secuencia de ADN cuadruple c-Kit (c-Kitl y c-Kit2), al
igual que ocurria en el caso de los metalociclos cuadrangulares estudiados en la seccién
anterior. Ademas, se observa una apreciable interaccion con la secuencia de ADN
cuadruple correspondiente al h-TERT (h-TERT-s y h-TERT). En el caso de los
compuestos M11 y M13 se observa una selectividad remarcable por el ADN cuadruple
frente al ADN de doble hélice. En base a los resultados, se decide seleccionar los
metalociclos M11 y M13 y las secuencias de ADN cuédruple correspondientes al c-Kit y
al h-TERT para llevar a cabo otros estudios. En concreto se seleccionan las secuencias
correspondientes al c-Kit2 y al h-TERT-s y no las correspondientes al c-Kitly al h-TERT,

al ser estas Ultimas, con las que el control (TMPyP) exhibe mayor interaccion.

3.4.3.2 Valoraciones mediante Dicroismo Circular

Se lleva a cabo la valoracién mediante CD de la interaccién de los metalociclos
M11y M13 con el ADN de doble hélice (ct-DNA) y con el ADN cuadruple (c-Kit2 y h-
TERT-s), confirmando los resultados la existencia de interaccion entre ambos
metalociclos y las distintas formas de la biomolécula analizadas (Figura 76). Asi, al
adicionar cantidades crecientes del metalociclo M11 manteniendo constante la
concentracion de la secuencia de ADN duplex (ct-DNA) se observa la aparicion de dos
bandas inducidas, en torno a 350 nm (Figura 76a). Al no ser el compuesto M11 una
molécula quiral, la aparicién de una banda inducida s6lo se puede deber a su interaccion
con una estructura quiral, el ADN. En el caso de la valoracion con el metalociclo M13,

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Discusion de resultados 102

se observa que al afiadir cantidades crecientes del mismo aparece una banda inducida, en
torno a 360 nm (Figura 76b). Del mismo modo, en ambos casos se observa una
importante variacion en la banda correspondiente al ADN (Amax = 260 nm), indicando un

posible efecto de doblamiento de la biomolécula.
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Figura 76: Espectros de dicroismo circular de la interaccion de ct-DNA con A) M11y B) M13; de c-
Kit2 con C) M11y D) M13y de h-TERT-s con E) M11 y F) M13.
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En el caso de las valoraciones de M11 y M13 con las secuencias de ADN
cuédruple (c-Kit2 y h-TERT-s), también se observa la aparicion de bandas inducidas que
confirman la interaccion. En este caso las bandas inducidas, al contrario que con el ADN
de doble hélice, exhibieron un efecto Cotton negativo. Asi mismo, también se vio afectada
la banda correspondiente a las secuencias de ADN cuadruple como resultado de la

interaccion con los metalociclos (Figura 76).

3.4.3.3 Valoraciones mediante espectroscopia Ultravioleta Visible

Las valoraciones por espectroscopia UV-Vis de los metalociclos M11y M13 con
el ADN de doble hélice (ct-DNA) y cuadruple (c-Kit2 y h-TERT-s), permiten determinar
cuantitativamente los valores de las constantes de interaccion. Para los dos compuestos,
los resultados muestran como al ir afiadiendo cantidades crecientes de ADN, y como
resultado de la interaccién con la biomolécula, se produce una disminucion de la banda

de absorcion asociada (Figura 77).

Los valores de las constantes de asociacion con el ADN de doble hélice (ct-DNA)
de los metalociclos M11 y M13, obtenidos mediante las valoraciones son (Ka (M11) =
6.2 +0.7 x 10° Mty K, (M13) = 5.1 + 0.8 x 10* M (Figura 77A y 77B), valores del
mismo orden de magnitud que los determinados para los metalociclos cuadrangulares

similares en tamarfio y nimero de cargas M8 y M10 de la seccion anterior.

En lo referido a los valores de las constantes de interaccion con las secuencias de
ADN cuédruple, éstos son significativamente mayores, con Ka (M11, c-Kit2) =3.98 £ 0.8
x 10" M, Ka (M11, h-TERT-s) = 3.22 + 0.6 x 10® M, K, (M13, c-Kit2) = 1.05 + 0.2 x
108 M1y Ka (M13, h-TERT-s) = 3.7 + 0.9 x 10’ M. Estos resultados indican que los
metalociclos escogidos muestran una potencial selectividad por el ADN cuadruple frente
al ADN de doble hélice.
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Figura 77: Espectros de UV-Vis para las valoraciones de interaccion de ct-ADN con A) M11y B) M13;
c-Kit-2 con C) M11y D) M13; y h-TERT-s con E) M11 y F) M13.
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3.4.3.4 Desnaturalizacion termica del ADN por FRET competitivo

Una variante del experimento de FRET analizado anteriormente consiste en la
adicion, ademas de las secuencias de ADN marcadas con etiquetas fluorescentes, de
alicuotas de una secuencia de ADN diferente no marcada, en exceso estequiométrico y
que pueda actuar como competidor. El protocolo experimental es idéntico al anterior,
pero incorporando el oligonucleétido competidor, de modo que tras el registro de la
fluorescencia, se comparan los valores de las temperaturas medias de desnaturalizacion
obtenidos para la secuencia de ADN marcada con los fluor6foros en presencia y ausencia

de ADN competidor a distintas concentraciones.’®%

Para llevar a cabo con éxito el experimento es necesario que la diferencia entre la
temperatura de desnaturalizacion de la secuencia de ADN marcada y la secuencia de ADN
que va actuar como competidor sea, como minimo, de 20 grados. Por ello se utiliza en
este experimento un tampon con menor concentracion de potasio (5K: Tampén con LiCl
(95 mM) y cacodilato potasico (10 mM)), lo cual disminuye la temperatura media de
desnaturalizacion del ADN cuadruple.™

En nuestro caso, se llevaron a cabo experimentos de FRET competitivo con los
tres metalociclos con potencial para ser fluorescentes (M6b, M11 y M13), dos de los
cuales (M11 y M13) se revelaron como los metalociclos mas prometedores en cuanto a
su selectividad con el ADN cuadruple. Asi, en el primero de los experimentos se empleo
la secuencia de h-Telo marcado con FAM y TAMRA a concentraciéon 0,2 uM,
adicionandose como competidor una secuencia de ADN de doble hélice no marcada (ct-
DNA) a diferentes concentraciones (0, 0.4, 2, 10 y 25uM).

Los resultados para los tres metalociclos (M6b, M11 y M13) muestran
selectividad por el h-Telo (ADN cuédruple) frente al ct-DNA (ADN de doble hélice). Por
otra banda, la porfirina utilizada como control (TMyP4) no resultd selectiva,
disminuyendo la temperatura media de desnaturalizacion del h-Telo al afadir el
competidor (ct-DNA).

130 De Cian, A.; Guittat, L.; Shin-ya, K.; Riou, J. —F.; Mergny, J. L. Nucleic Acids Symposium, 2005, 49,
235.
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Figura 78: Representacién de la variacion de AT de h-Telo a concentracion 0.2uM en presencia de
cantidades crecientes del competidor ct-DNA (OuM, 0.4uM, 2uM, 10 uM, 25uM) en el tamp6n 5K
(95mM de LiCl+10mM cacodilato potasico).

A continuacién, se evalUa la selectividad de los metalociclos por la secuencia de
ADN cuédruple correspondiente a c-Kit2 frente al ADN de doble hélice (ct-DNA). Para
ello se emplea la secuencia de c-Kit2 marcado con FAM y TAMRA a concentracion 0,2
M. Como en el caso anterior con h-Telo, el ct-DNA se usa como competidor a diferentes
concentraciones (0, 0.4, 2, 10 y 25uM).

Los resultados para los tres metalociclos (M6b, M11 y M13) muestran
selectividad por el c-Kit-2 frente al ct-DNA. Sin embargo, la porfirina utilizada como
control (TMyP4) no resulta selectiva, disminuyendo la temperatura media de

desnaturalizacion del c-Kit2 al afiadir el competidor (ct-DNA).
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Figura 79: Representacién de la variacion de AT1, de c-Kit2 a concentracién 0.2uM en presencia de
cantidades crecientes del competidor ct-DNA (OuM, 0.4uM, 2uM, 10 uM, 25uM) en el tampdn 5K.

Por ultimo, se evalla la selectividad de los metalociclos por la secuencia de ADN
cuédruple correspondiente a c-Kit2 frente a una secuencia de ADN que forma estructura
cuédruple sin surcos (ADN G4-nl). Para ello, se emplea la secuencia de c-Kit2 marcada
con los fluor6foros FAM y TAMRA a concentracion 0,2 uM, y ADN G4-nl como

competidor a diferentes concentraciones (0, 0.4, 2, 10 y 25uM).

Se realiza este estudio con el objetivo de obtener informacion acerca de la union
de los metalociclos al ADN, se trata de evaluar asi, si tienen preferencia por las secuencias
de ADN cuédruple que presentan surcos. Los resultados para los tres metalociclos (M6b,
M11 y M13), muestran que no existe una selectividad remarcable por el c-Kit2 frente a
la secuencia de ADN cuédruple sin surcos (Figura 80). Este resultado parece indicar que

no existe preferencia clara de los metalociclos por el ADN cuadruple con surcos.
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Figura 80: Representacion de la variacion de ATy, de c-kit-2 a concentracion 0.2uM en presencia de
cantidades crecientes del competidor ADN G4-nl (OuM, 0.4uM, 2uM, 10 uM, 25uM) en el tampén 5K.

A partir de los valores de la temperatura media de desnaturalizacion (AT1/2)

obtenidos, se puede calcular un valor de selectividad ™ETS a través de la siguiente
férmula:

FRETS= AT1/2 (10 uM oligo competidor) / AT/ (sin oligo competidor)

Ecuacion 1: Calculo de la selectividad "RETS,

Si los valores de selectividad se aproximan a 1, se considera que los ligandos
muestran una elevada selectividad por la secuencia marcada con los fluor6foros. En la
tabla se recogen los valores de FRETS en el tampon 5K (95mM de LiCl+10mM cacodilato
potasico)3L,

Tabla 7: Valores de la selectividad "RETS para los metalociclos M6b, M11 y M13 en el tamp6n 5K.

FRETG TMPyP MO06b M11 M13
0.4uM 1uM 0.4uM 0.4uM
h-Telo/ct-DNA 0.34 0.73 0.94 0.52
c-Kit2/ct-DNA 0.42 1.19 1.22 0.90
c-Kit2/G4-nl 0.22 0.34 0.17 0.36

Los resultados muestran graficamente y a través de los valores de RETS calculados
la selectividad de los metalociclos M6b, M11 y M13 con el ADN cuadruple, siendo

181 Granzham, A.; Monchaud, D.; Saettel, N.; Guedin, A.; Mergny, J.-L.; Teulade-Fichou, M.-P. J. Nucleic
Acids. Res. 2010, ID 460561, 1.
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valores elevados especialmente en el caso del c-Kit-2 frente al ADN de doble hélice (ct-
ADN). Por otro lado, los metalociclos no muestran elevada selectividad por los surcos
del ADN cuadruple (c-Kit2).

3.4.3.5 Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia permite no sélo la determinacion indirecta de
la asociacion mediante FRET entre compuesto y biomolécula marcada sino también su
determinacion directa. Asi, si el agente que se une al &cido nucleico es fluorescente, la
modificacion de dicha propiedad por causa de la asociacion podria ser estudiada de una
forma muy sensible y podria ofrecer informacion directa sobre el modo de interaccion.
Por ejemplo, en la bibliografia encontramos como si el compuesto fluorescente se une
mediante un proceso de intercalacion (p. ej. el compuesto Natural Red), se produce un

incremento de la fluorescencia del compuesto.'3

Del mismo modo, la presencia de fluorescencia en los metalociclos disefiados
podria ser de mucha utilidad para posteriores estudios bioldgicos en los que, por ejemplo,

se desease obtener informacidn sobre la localizacion celular de este tipo de compuestos.

3.4.3.6 Andlisis de la fluorescencia de los metalociclos

Con el fin de determinar el perfil de fluorescencia de los metalociclos que podrian
potencialmente incorporar esta propiedad M6b, M11 y M13 (en esencia, aquellos que
incluyen en su estructura ligandos altamente fluorescentes), se realizaron sobre éstos
estudios de fluorescencia 3D en el tampon Tris-KCl (Figura 81 y Apéndices All45-
Al146).

182 3) Lin, J.; Liu, R.; Gao, C. Spectrochimica Acta Part A., 2012, 97, 532. 19; b) Bi, S.; Qiao, C.; Songa,
D.; Tian, Y.; Gaoa, D.; Suna, Y.; Zhang, H. Sensorsand Actuators B, 2006, 119, 199.
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Figura 81: Experimento 3D de fluorescencia del metalociclo M13 en el tamp6n Tris-KCl.

El experimento 3D mostr6 una elevada fluorescencia para los metalociclos M6b,
M11 y M13, permitiendo ademas seleccionar las mejores condiciones experimentales
(concentracion, apertura de rendija...) para llevar a cabo las valoraciones por
fluorescencia de la interaccion de los metalociclos fluorescentes con el ADN. En el caso
del metalociclo M13 (Figura 81) a concentracion 2.1 pM (determinada por
espectroscopia UV-Vis, A=0.18) fue necesario reducir la rendija de salida de 5 a 0.6 con
el fin de no superar las cuentas de fluorescencia maximas del equipo. Se observo en estas

condiciones el maximo de fluorescencia a Aem = 445 nm.

3.4.3.7 Valoracion de fluorescencia con c-Kit2

A continuacion, se realiza la valoracion cuantitativa de la interaccion de los
metalociclos con una secuencia de ADN cuadruple (c-Kit2) por fluorescencia. En este
experimento se mantiene constante la concentracién del metalociclo y se va variando la
concentracion del oligo de c-Kit2. Para los tres metalociclos fluorescentes, M6b, M11 y
M13 se observa que al ir aumentando la concentracion del oligonucleétido va
disminuyendo la banda de fluorescencia del metalociclo (Figura 82A y Apéndice A47-
48) indicando que se esta produciendo la interaccion. En el caso de la valoracion del
metalociclo M13 con c-Kitl (Figura 82) se emplearon las mejores condiciones
analizadas en el experimento 3D (Aexc = 360 nm, rendija de entrada= 5; Rango de

emisién= 375-675 nm; rendija de salida= 0.6).

El valor de la constante de interaccion del metalociclo M13 con c-Kit2
determinado por fluorescencia es Ka = 1.94 + 0.8x 10° ML, valor que se sitda dentro del

intervalo de error del obtenido por espectroscopia UV-Vis (Ka = 1.05 + 0.2 x 106 M™).
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Por ultimo, con el objetivo de evaluar la selectividad del metalociclo también por
fluorescencia, se realiza la valoracion de la interaccion del metalociclo M13 con ds-DNA
(Figura 82B). En este caso, el valor obtenido de la constante de interaccion del
metalociclo M13 con ds-DNA es K, = 6.05 + 0.9x 10* M, valor dentro del intervalo de
error del obtenido por espectroscopia UV-VIS (Ka (M13) =5.1+0.8 x 10*M™1). Los datos
obtenidos corroboran la potencial selectividad del metalociclo M13 por el ADN
cuédruple frente al ADN de doble hélice.
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Figura 82: Espectros de UV-Vis para las valoraciones de interaccion de M13 con A) c-Kit2 y B) ds-
DNA.

3.4.3.8 Analisis del tiempo de vida media de fluorescencia del ligando L13 y de su
metalociclo derivado M13

Recientemente de los tres metalociclos fluorescentes estudiados, Stoddart y
colaboradores han publicado un ciclofano con estructura similar al metalociclo M13, que
presenta interesantes propiedades emisivas.'®® En este contexto se decide ampliar el

estudio de las propiedades emisivas del metalociclo M13.

Los espectros de excitacion-emisién (Figura 83a), mostraron que el metalociclo
M13 en el tampon tris-KCI emite y absorbe con un maximo a: Aem = 445 nmy Aexc = 360
nm. El perfil de fluorescencia de M13 es bastante similar al de su ligando precursor L13,
que tiene un maximo de emision levemente desplazado hacia el azul (em = 437 nm,
Figura 83a). El perfil similar de ambos compuestos, unido a que ambos tiene tiempos de

vida de aproximadamente de 2 ns (Figura 83b), sugiere que la fluorescencia depende

183 Wu, Y.; Zhou, J.; Phelan, B. T.; Mauck, C. M.; Stoddart, J. F.; Young, R. M.; Wasielewski, M. R. J.
Am. Chem. Soc. 2017, 139, 14265.
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principalmente de los estados excitados del ligando, en buen acuerdo con lo publicado

para otros derivados de Pt (11).134
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Figura 83: a) Espectros de absorcion y emision de M13 y L13 en Tris-HCI 5 mM, KCI 50 mM, pH=7.8
y b) Decaimiento del tiempo de vida del estado excitado para M13 y L13 en Tris-HCI 5 mM, KCI 50
mM, pH=7.8. Ambos compuestos exhiben un decaimiento mono-exponencial IRF (puntos en gris) =

respuesta del equipo (Prompt).

3.4.3.9 Rendimiento cuantico de fluorescencia del ligando L13 y del metalociclo M13
A continuacién, se determind el rendimiento cuantico de fluorescencia para el

ligando L13 y el metalociclo M13 empleando como patrén sulfato de quinina (QS).

Los resultados mostraron que el metalociclo M13 presenta un buen rendimiento
cuéntico en agua (¢ = 0.38 a Aem = 445 nm), en contraste con lo observado recientemente
para otros derivados similares de Pt(I1) que s6lo muestran emisiones altas en disolventes
no polares. El hecho de que el metalociclo M13 presente un buen rendimiento cuantico

en agua lo convierte en un buen candidato para rastrear la distribucion celular.

Por otra parte, y como era de esperar, el ligando libre L13 es mas emisivo que su

correspondiente metalociclo M13 en agua (¢ = 0.84 a Aem = 437 nm, Figura 84) lo que

sugiere que el ensamblaje del ligando con los centros metalicos de platino produce efectos

134 Grishagin, 1. V; Pollock, J. B.; Kushal, S.; Cook, T. R.; Stang, P. J.; Olenyuk, B. Z. Proc. Natl. Acad.
Sci. 2014, 111, 18448.
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de quencheo relacionados con atomos pesados, tal y como se ha observado en numerosos

complejos de platino.
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Figura 84: Gréafico de la emision frente a la absorcién en agua de L13 y M13 y sulfato de quinina (QS)
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Capitulo Il1. Estudios biologicos

Los resultados de ensayos bioldgicos que se recogen en la presente tesis doctoral
se llevaron a cabo por los grupos de investigacion del Profesor Walter Berger
(Universidad Medica de Viena) y el Doctor Alessio Terenzi (Instituto de Quimica
Inorganica de la Universidad de Viena). En este contexto, dichos resultados sirven para
ejemplificar el gran interés de los compuestos desarrollados en el presente trabajo dentro
del campo de la biomedicina.

3.4.4 Ensayos celulares con los metalociclos de Pt;L, cuadrangulares M8-
M10

En vista a los resultados espectroscopicos de interaccion con el ADN de doble
hélice y cuddruple discutidos en el anterior capitulo de la presente memoria, se procedid
a la determinacion de las citotoxicidades de los metalociclos M8-M10 y de sus
respectivos ligandos L8-L10 en diversas lineas celulares cancerigenas. Para ello, se
trataron tres lineas celulares cancerigenas (osteosarcoma U20S, melanoma VM-1 y
cancer de pulmén MCF-7), durante 72 horas con concentraciones crecientes de M8-M10
/ L8-L10 (empleando cisplatino como referencia). A continuacion se llevo a cabo la

determinacion de las citotoxicidades mediante ensayos colorimétricos MTT (Tabla 8).

Tabla 8: valores de ICso (UM) de los compuestos L8-L10 y M8-M10 tras 72h de incubacion.

L8 L9 L10 M8 M9 M10
u20S >50 38.2+/-3.4 >50 37.8+/-3.3 28.9 +/-4.1 42.3 +/- 4.6
VM-1 >50 >50 >50 >50 31.8+/-0.5 >50
MCF7 >50 >50 >50 32.1+4/-74 39.4+/-3.4 39.6 +/- 4.5

Como se puede ver en la Tabla 8, mientras los ligandos L8-L.10 no son activos
(con excepcion de L9 que muestra algo de actividad frente a U20S), los metalociclos
M8-M10 reducen significativamente la viabilidad celular en la mayoria de los modelos
celulares estudiados, con valores de ICsp en el rango de ~32 a 45 pM. Cabe destacar que
el metalociclo de tamario intermedio, M9, es el mas activo contra U20S, siendo el Gnico

metalociclo de platino activo contra la linea celular VM-1.
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A continuacion se investigd el impacto de los ligandos y los metalociclos en la
progresion del ciclo celular. Los resultados mostraron que la exposicion de las células
cancerosas analizadas a los ligandos (L8, L9 y L10) durante 48 horas no tiene un impacto
pronunciado en la progresion de su ciclo celular. Sin embargo, el metalociclo M10 (25
M) produce una detencion significativa de GO-G1 en células MCF-7, mientras que el
metalociclo M9 (25 uM) produce un aumento distinto de la fase G2-M en el modelo de
melanoma; ambos resultados consistentes con mecanismos de dafio del ADN en ambas
lineas. Derivado del tratamiento con el metalociclo M9, se observo ademaés, la induccion
de muerte celular en células de melanoma VM-1, indicado por un aumento en la cantidad

de células que se localizan en la fraccién del ciclo sub-G0-G1.

Por Gltimo, se comprobd el efecto de los metalociclos en la expresion oncogénica
de c-Kitl, h-TERT y Bcl2, empleando la técnica gqRT-PCR (Apéndice Allll). Al
comparar los resultados de los metalociclos usando los de los ligandos como control, se
corrobor6 como el metalociclo de mayor tamafio, M10, reduce significativamente los
niveles de expresién de los tres oncogenes tras 24 horas de exposicion, siendo
particularmente activo en la expresion de h-TERT. El metalociclo de tamafio intermedio,
M9, reduce los niveles de expresion de h-TERT y c-Kitl, pero también su respectivo
ligando, L9, produce los mismos resultados, indicando, junto con el ensayo de MTT y los
resultados del ciclo celular, un posible mecanismo de accién diferente al de M8 y M10.
Por su parte, el metalociclo méas pequefio, M8, produce un efecto selectivo en la expresion
de c-Kitl, siendo su ligando inactivo. Este ultimo resultado esta en buen acuerdo con los
datos obtenidos espectroscopicamente, lo que sugiere que el metalociclo mas pequefio
tiene menos afinidad, pero méas selectividad, por una particular topologia de ADN

cuadruple.

3.4.5 Ensayos celulares con el ligando L13 y el metalociclo M13

El buen perfil de potencia y selectividad observado en la interaccion del
metalociclo M13 con el ADN doble y cuadruple (ver seccion 4.4.3), ademas de sus
excelentes propiedades de absorcion emision (ver secciones 4.4.3.6-4.4.3.9), hicieron que
este compuesto fuese elegido para la realizacion de una serie de ensayos biolégicos,
ensayos encaminados no sélo a la determinacion de su citotoxicidad in vitro, si no a la
observacion de su perfil de localizacion celular, con la vista puesta en un mejor
entendimiento del mecanismo de accion a nivel celular de los diversos metalociclos

desarrollados por el grupo de investigacion.
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Asi, en primer lugar, se llevaron a cabo ensayos MTT con dicho compuesto,
evaluandose la citotoxicidad de M13 en células humanas derivadas de diferentes origenes
primarios incluyendo cancer de pulmon, osteosarcoma, melanoma y gliobastoma (MCF-
7, U20S, VM-1, U373MG y T98G, respectivamente).

Los resultados mostraron que el metalociclo exhibe similares efectos en todas las
lineas celulares cancerigenas estudiadas, después de 72 horas de incubacion, mostrando
valores de ICsp en el rango de 30-45 uM. De todas las lineas analizadas, se observé que
las correspondientes a MCF-7 y U20S son las que presentan mayor sensibilidad al
compuesto M13 (Figura 85c). Los resultados del ensayo de MTT estan en buen acuerdo
con la baja citotoxicidad general de los metalociclos de platino de tipo MaL:
cuadrangulares comentados en la anterior seccién asi como con los resultados obtenidos
para metalociclos de platino similares publicados por Olenyuk.’3* En general, la baja
citotoxicidad de los metalociclos de platino se pone de manifiesto al comparar sus
resultados con los obtenidos por el compuesto de referencia, el cisplatino, (ICso en torno
a 5 uM). El ligando L13 sigue el mismo comportamiento que su metalociclo derivado

M13, siendo significativamente menos activo (Apéndice Alll2).

A la vista de los resultados de MTT, se decide estudiar también la sensibilidad de
MCF-7 y U20S al metalociclo M13 a través de ensayos clonogénicos, seleccionando un
largo tiempo de incubacion (7 dias). Ambas lineas celulares mostraron la formacion de la
colonia dafiada tras la incubacion con el metalociclo M13 a la concentracion 15-20 uM
(Anexo AllI3). La linea U20S experimento un impacto mas fuerte que la linea MCF-7
al largo tratamiento con el metalociclo (15 pM frente 20 uM, respectivamente). Sin
embargo, el anélisis de la distribucion del ciclo celular revel6 que, después de 24 horas
de incubacion, solo en las células MCF-7 habia una dosis significante de células
acumuladas en la fase GO-G1, mientras que en las células de U20S no se observaron

cambios apreciables (Apéndice All14).

Una vez evaluada la actividad biologica del metalociclo, se estudié su capacidad
emisiva bajo condiciones celulares. Los estudios se llevaron a cabo a través de
microscopia confocal de barrido laser (LSM), la cual, constituye una técnica muy util para
evaluar la emision caracteristica de un fluoroforo en la célula. El tratamiento del
metalociclo con las células MCF-7 reveld una notable sefial de fluorescencia en el rango
de 420-518 nm despues de la excitacion con un laser de 405 nm (Figura 85b y Apéndice

AlI15), siendo posible superponer la banda obtenida a la banda de emisién en condiciones
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libres del entorno celular usando un espectrofluorémetro normal (Figura 85b). Tras la

excitacion con otros laseres, no se detectaron sefiales de emision distintas a la ya

comentada.
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Figura 85: a) Andlisis por ensayos de MTT de la viabilidad celular en diversas lineas durante su
exposicion (72 horas) a concentraciones crecientes de M13 (50 pM). La linea punteada se refiere al 50%
de la viabilidad celular e indica el 1Cs. Cada punto de datos representa la media £SD de las tres
repeticiones realizadas para cada experimento representativo, b) Comparacién entre el espectro de
emision de M13 en células MCF-7 obtenido con un microscopio confocal Zeiss LSM 780 tras excitar con
un laser de 405 nm (area en azul), y el espectro de M13 empleando un tampoén sin células adquirido en un
espectrofluorémetro normal tras la excitacion a 350 nm, ¢) Analisis de citometria de flujo de células de
U20S tratadas con el tiempo con 10 0 50 uM de L13 (gris) y M13 (azul) utilizando el laser de 405 nmy
el filtro 450/50 (Horizon V450), d) Microscopia en células vivas que muestra la acumulacion intracelular
con el tiempo de M13 dentro de las células U20S (A= 395/25 nm, Aem = 460/50 nm) y e) Células MCF-7
fijadas con PFA e incubadas durante 30 minutos con 50 uM de M13 y finalmente analizadas con
microscopia confocal usando el laser de 405 nm y un objetivo de 63x con aceite de inmersion.
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Los analisis de células activadas por fluorescencia (FACS) en la linea U20S
tratada con el metalociclo M13 confirmaron los resultados obtenidos por LSM. El
metalociclo M13 dio lugar a una sefial de fluorescencia considerable en la parte azul del
espectro (filtro de 450/50 nm, Horizon V450 y canales DAPI), que se excita con los
laseres de 405 o 355 nm (Figura 85b y 86). Ademas, solo cuando se usé un laser de 405
nm, se detectaron sefiales de fluorescencia en la porcién roja del espectro usando los
filtros de 605/12 nm y 655/8 nm (Qdot605 y Qdot655 respectivamente). Cabe mencionar
que tanto en el ensayo LSM como en los experimentos FACS, la emision del ligando L13
fue considerablemente menor a la del metalociclo M13. El analisis FACS, por ejemplo,
revel6 una reduccion dréstica de fluorescencia de aproximadamente 85% para L13
cuando se uso el laser de 405 nm. Este resultado es sorprendente teniendo en cuenta que,
en una solucion libre de células, el rendimiento cuantico del ligando L13 es muy superior
a M13, lo que sugiere un trafico dinamico diferente dentro de las células entre los dos

compuestos (Figura 86).
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Figura 86: Intensidad de fluorescencia en células U2SO tras la exposicion durante 1 hora a M13 (azul) y

su ligando L13 (gris), ambos a concentracion 50 uM. Las sefiales de emision se detectaron después de la

excitacion con el laser de 355 nm en el canal del DAPI y después de la excitacién con el laser de 405 nm
en los canales del Horizon V450, Qdot 605 y Qdot 655.

Ademas, el analisis citométrico de flujo de las células U20S tratadas con M13,
revel6 una considerable acumulacion del compuesto en la primera hora de incubacion.
Sin embargo, para el ligando L13 no se observé un aumento de la intensidad de
fluorescencia independientemente de cual fuese el tiempo de incubacion y la dosis

aplicada (Figura 85c).

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Discusion de resultados 120

Para confirmar estas observaciones, se llevaron a cabo imagenes de células vivas
con el fin de investigar la dinamica de distribucion intracelular de los compuestos. La
exposicion a M13 a concentracion 35 uM, reveld un incremento de la fluorescencia con
el tiempo, (Figura 85d) lo que corrobora muy bien los resultados de FACS. Por otro lado,
la emision del ligando estaba por debajo del limite de deteccidn del instrumento y no se
pudo seguir usando esta técnica (Apéndice AllI7). Asi, el distinto comportamiento
emisivo del ligando y de su metalociclo permite descartar una posible descomposicion

del metalociclo dentro de la célula.

Finalmente, y con el fin de obtener una mejor resolucion, se estudio la distribucion
del farmaco dentro de las células mediante microscopia laser de barrido confocal
(CLSM). Las células U20S y MCF-7, fijadas con paraformaldehido (PFA), fueron
incubadas con M13 (Figura 85e). Las micrografias confocales obtenidas utilizando el
laser a 405 nm revelaron una buena tincion de todo el nucleo, confirmando que el ADN
es el objetivo al que se adhiere el metalociclo. Curiosamente, las imé&genes adquiridas en
el campo brillante utilizando el modo DIC de luz transmitida revelaron una fuerte mejora
del contraste de los nicleos y una buena tincién de las subestructuras tipo nucléolos. Este
efecto es independiente del método de fijacion (Apéndice AIII8). Es necesario
mencionar que el efecto de enriquecimiento de contraste no estaba presente cuando las
células se incubaron con el ligando L13 y DAPI, observandose una tincion de ADN
nuclear convencional (Apéndice AllI9). Ademas, las sefiales de fluorescencia de L13

eran apenas visibles, como ya se esperaba a partir del analisis previo en células vivas.

De acuerdo con los estudios realizados en disolucion, el metalociclo de platino
M13 interactla preferentemente con las estructuras de ADN cuédruple frente al ADN de
doble hélice. Ademas, a través de microscopia confocal con células vivas, se demostrd
gue el M13 va al nucleo de las células cancerosas generando una fluorescencia azul
similar a DAPI. Para tener una primera pista sobre la posible interaccion de M13 con el
ADN de estructura cuadruple en las células, se supuso que al aumentar el nimero de
estructuras cuadruples disponibles, empleando un estabilizador conocido de ADN
cuadruple, se produciria un aumento de esta fluorescencia azul. Para corroborarlo, las
células VM-47 se trataron previamente durante 24 h con la porfirina TMPyP4 y luego se
fijaron e incubaron con M13. Los analisis citométricos de flujo posteriores revelaron un
aumento de la fluorescencia azul del 29% confirmando la hipotesis (Apéndice All110).

El mismo efecto se produjo cuando las células se incubaron con TMPyP4 y el metalociclo
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M13 simultaneamente y sin la posterior fijacion. El tiempo extra de analisis FACS reveld
que, después de 60 minutos, la fluorescencia azul sobrepasa la fluorescencia roja
producida por la porfirina (Apéndice AllI10), lo que sugiere que el metalociclo de
platino actia como un competidor de la porfirina TMPyP4. Este resultado también se

confirmd mediante iméagenes en células vivas.

A la vista de los prometedores resultados obtenidos tanto en disolucion como en
las células se plante6 la posibilidad de que la distribucién celular con el metalociclo M13
pudiera verse influenciada por la presencia de estructuras de ADN cuadruple. Por ello, se
realizaron una serie de estudios de inmunofluorescencia usando el anticuerpo especifico
de ADN cuadruple BG4, el cual permite la visualizacion directa de estructuras cuadruples
(ADN y ARN) en células humanas.!®®

De este modo, las células U20S se fijaron con MeAc, se incubaron primero con
BG4 y luego se trataron con el metalociclo M13. Las imagenes confocales mostraron
claramente que el metalociclo se coloca en las mismas zonas celulares que el anticuerpo
especifico de ADN cuadruple BG4 (Figura 87). Tal y como se ha comentado
anteriormente, el metalociclo marco el nacleo completo con una fluorescencia azul y las
estructuras nucleares tefiidas en el canal DIC. El anticuerpo BG4 proporciond sefiales
rojas en el filtro AF594 exactamente en los mismos puntos, lo que indica que ambas
moléculas tienen el mismo objetivo nuclear. Se sabe que la acumulacion de BG4 depende
del método de fijacion utilizado, publicAndose recientemente que cuando se usa MeOH
para la fijacién, como en este caso, el anticuerpo marca las estructuras de los nucléolos,
lo que finalmente sugiere que el metalociclo M13 se dirige realmente a estas estructuras
subnucleares. Este resultado es consistente con el hecho de que el nucléolo es
particularmente rico en secuencias que forman ADN cuédruple, y al conocido hecho de
que otros estabilizadores de ADN cuadruple se localizan dentro de estos organulos

nucleares.®® Ademas, cabe mencionar que se cree que el Quarfloxin (CX) -3543), uno de

135 ) Biffi, G.; Tannahill, D.; McCafferty, J.; Balasubramanian, S. Nat. Chem. 2013, 5, 182; b) Biffi, G.;
Di Antonio, M.; Tannahill, D.; Balasubramanian, S. Nat. Chem. 2014, 6, 75.

136 a) Laguerre, A.; Wong, J. M.; Monchaud, D. Sci. Rep. 2016, 6, 1; b) Rodriguez, R.; Miller, K. M.;
Forment, J. V.; Bradshaw, C. R.; Nikan, M.; Britton, S.; Oelschlaegel, T.; Xhemalce, B.; Balasubramanian,
S.; Jackson, S. P. Nat. Chem. Biol. 2012, 8, 301; c) Lefebvre, J.; Guetta, C.; Poyer, F.; Mahuteau-Betzer,
F.; Teulade-Fichou, M. P. Angew. Chemie - Int. Ed. 2017, 56, 11365: d) Doria, F.; Nadai, M.; Zuffo, M.;
Perrone, R.; Freccero, M.; Richter, S. N. Chem. Commun. 2017, 53, 2268.
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los dos aglutinantes de estructuras cuadruples en ensayos clinicos, ejerce su actividad

anticancerigena mediante su acumulacion en los nucléolos.*®

Filtro 450 nm Filtro AF594  Superposicion

BGHMI3 5 yivns
(ampliacion)

BG4+DAPI

Figura 87: Iméagenes confocales representativas de tincion de inmunofluorescencia con BG4 (rojo) en
células U20S fijadas MeAc, contratintadas con el metalociclo M13 (azul).

Control Negativo

Adicionalmente se repitié el experimento cambiando el orden de incubacion.
Cuando las células U20S fijadas a MeAc se incubaron primero con el metalociclo M13
y luego con el anticuerpo, el analisis de microscopia confocal revel6 una pérdida de
tincién de BG4 en los nucléolos (Apéndice Alll11). Las micrografias con brillo y
contraste corregidos revelaron, en cambio, una débil tincion general del citoplasma. El
resultado fue el mismo cuando las células se trataron previamente con el metalociclo, a
continuacion se fijaron, y finalmente se marcaron con BG4 (Apéndice Alll1l1). Estos

experimentos sugieren gque el metalociclo M13, una vez dentro del nucléolo, detiene la

187 Drygin, D.; Siddiqui-Jain, A.; O'Brien, S.; Schwaebe, M.; Lin, A.; Bliesath, J.; HO, C. B.; Proffitt, C.;
Trent, K.; Whitten, J. P.; Lim, J. K.; Von Hoff, D.; Anderes, K.; Rice, W. G. Cancer Res. 2009, 69, 7653.
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entrada de BG4 y el reconocimiento de su epitopo, actuando como un competidor del

anticuerpo.

Como se ha comentado brevemente, ademas de su co-localizacion con el
anticuerpo especifico BG4 y de sus propiedades emisivas tanto en solucién como en
células, el metalociclo M13 demostro la capacidad de proporcionar imagenes bien
contrastadas de las células configurando el microscopio confocal en luz transmitida modo
DIC. El canal de campo brillante a menudo se ignora en los estudios de acumulacion de
farmacos y el uso de etiquetas fluorescentes predomina en el campo por varias razones
(contraste pobre, localizacion dificil de los bordes de las células, niicleos débiles, etc.).*®
Sin embargo, en este caso, se logro la tincion significativa del nucléolo, "tincion negra"
proporcionada por el metalociclo, que resulto ser facilmente reproducible e independiente

del método de fijacion.

1% Selinummi, J.; Ruusuvuori, P.; Podolsky, I.; Ozinsky, A.; Gold, E.; Yli-Harja, O.; Aderem, A.;
Schmulevich, 1. PLoS One, 2009, 4, 7947.
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Figura 88: a) Espectro de absorcion UV-VIS de M13 a 10uM y de M13 con el oligonucleétido c-Kit2; b)
Espectros de fluorescencia resultantes de la adicion al metalociclo M13 de cantidades crecientes del
oligonucledtido c-Kit2 y por ultimo imégenes de campo brillante de células MCF-7 fijadas con MeOH
incubadas con M13 adquiridas usando el modo DIC de luz transmitida con el I&ser ¢) 405 nmy d) 488
nm.

En un intento de racionalizar el resultado observado, se propuso que la tincion
de los nucléolos podria surgir de la absorcién o refraccion (o ambas) de la luz laser por
acumulacion del metalociclo M13 dentro de las estructuras sub-nucleares. Curiosamente,
las células MCF-7 fijadas con MeOH incubadas con el metalociclo mostraron tincion de
nucléolos en el campo brillante solo con el laser de 405 nm y no, por ejemplo, con el de
488 nm, donde el contorno celular era visible en el microscopio DIC (Figura 88c,d). El
espectro UV-Vis del metalociclo presenté una banda centrada a 355 nm con una cola que
termina a alrededor de 430 nm (Figura 88a). Ademas, la absorbancia a 405 nm aumenta
significativamente cuando se afiadieron alicuotas de cuadruple paralelo plegado
previamente (Figura 88a). Estas consideraciones sugieren consistentemente que la
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tincién negra podria producirse por absorcion del metalociclo M13 unido a estructuras de
ADN cuédruple.

Adicionalmente, se prob6 a llevar a cabo el experimento empleando el
metalociclo M6b de la libreria. En este caso la tincién con nucléolos no fue visible en

células fijas MCF-7 debido a su transparencia a 405 nm (Anexo All112).

La bateria de pruebas realizadas sugiere que la tincién negra se produce por la
absorcion del metalociclo M13 al interaccionar con las estructuras cuadruples situadas en
el nucléolo, lo cual lleva asociado una fuerte destruccion de la fluorescencia del

metalociclo tal y como se demostro espectroscépicamente (Figura 88b).
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4. CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado una nueva estrategia sintética que ha permitido la
obtencion con mejores rendimientos de los ligandos ditopicos L1, L2 y L3 previamente
publicados por el grupo de investigacion, al evitar los procesos de la polialquilacion que
presentaba la anterior ruta.

2. Se han sintetizado nuevos ligandos ditopicos (L4, L5, L6 y L7) con
diferente tamafio y funcionalizacion empleando la nueva ruta disefiada. El ensamblaje de
los nuevos ligandos en torno a centros metalicos planocuadrados de Pd(Il) y Pt(ll) ha
conducido a la formacion de un sistema constitucionalmente dindmico constituido por los
correspondientes metalociclo mononuclear MiL1y dinuclear MzLa.

3. Se ha estudiado el proceso de especiacion a diferentes concentraciones de
las estructuras monomeéricas y diméricas de Pd(Il) formadas. Se ha conseguido dirigir la
especiacion hacia la formacién mayoritaria de una de las dos especies a través de la
concentracion y la adicion de plantillas. Asi, a bajas concentraciones se ha conseguido
aislar el metalociclo mononuclear (M4a, Mb5a, M6a y M7a) mientras que a altas
concentraciones la especie aislada fue el metalociclo dinuclear (M4ad, M5ad y M6ad).
La adicion de plantillas m-excedentes a una mezcla del monémero y el dimero condujo en
todos los casos a la amplificacion de la especie monomérica resultando en el
correspondiente complejo de inclusién o catenano derivado.

4. Se ha estudiado la interaccion de metalociclos M2L2 cuadrangulares con
diferente tamafio (M8-M10), similares en forma al metalociclo de Fujita, con el ADN de
doble hélice y con el ADN cuédruple mediante diferentes técnicas: FRET, espectrocopia
UV-vis y dicroismo circular Se ha comprobado que a medida que aumenta el tamafio la
interaccion con el ADN es mayor pero disminuye la selectividad con el ADN cuadruple
frente al ADN de doble hélice.

5. Se han llevado a cabo ensayos biolédgicos en los que se ha observado que
los tres metalociclos cuadrangulares estudiados muestran actividad frente a las células
cancerigenas y ejercen un gran efecto sobre los genes que se sabe que forman en sus
regiones promotoras estructuras cuadruple. El metalociclo mas pequefio (M8) muestra
menos actividad pero mayor selectividad para un cuadruple formado en el gen c-Kitl. Se
ha demostrado asi que es posible modular la actividad de unién y el efecto in vitro sobre

las células cancerosas en funcién del tamafio de los metalociclos de Pt(ll).
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6. Se ha estudiado la interaccion con el ADN de doble helice y con el ADN
cuédruple de una libreria de compuestos con gran diversidad estructural (tamafio, forma,
carga, distribucion de carga, nimero de centros metalicos y funcionalizacién (M5b, Méb,
M11-M15). Los metalociclos que mostraron una mayor selectividad y que resultaron
fluorescentes (M6b, M11 y M13) fueron sometidos a un estudio espectroscopico mas
completo.

7. El metalociclo que ofrecié un mejor perfil de interaccion y que resulto
fluorescente (M13) fue sometido a posteriores ensayos intracelulares, en los que se
observo que el metalociclo se localiza en el nucléolo interaccionando con el ADN
cuédruple-G.

8. Los experimentos realizados permitieron descartar la posible degradacién

del metalociclo M13 después de la internalizacion celular.
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CONCLUSIONS

1. A new synthetic strategy has been developed, which has allowed the
obtaining of better yields of the ditopic ligands L1, L2 and L3, previously published by
this research group, by avoiding the processes of polyalkylation that the previous route
presented.

2. New ditopic ligands with different size and functionalization have been
synthesized using the new designed route. The assembly of the new ligands around flat-
square metallic centers of Pd (11) and Pt (11) has led to the formation of a constitutionally
dynamic system constituted by the corresponding mononuclear metallacycle MiL1 and
dinuclear M2L.

3. The speciation process has been studied at different concentrations of the
formed monomeric and dimeric structures. It has managed to direct the speciation towards
the majority formation of one of the two species through concentration and the addition
of templates. Thus, at low concentrations, it has been possible to isolate the mononuclear
metallacycle, whereas at high concentrations the isolated species was the dinuclear
metallacycle. The addition of n-surplus templates to a mixture of the monomer and the
dimer led in all cases to the amplification of the monomeric species, which resulted in the
corresponding inclusion complex or catenane derivative.

4. The interaction of quadrangular MzL2 metallocycles with different size,
similar in shape to the Fujita metallocycle, with double helix DNA and with quadruple
DNA has been studied. We have proved that it is possible to modulate the DNA binding
activity and the in vitro effect on cancer cells of Pt supramolecular architectures according
to their sizes and shapes. We are currently using our self-assembly strategy to build a
wide serie of novel Pt compounds for the fine-tuning of affinities and selectivity towards

specific G-quadruplex structures.

5.Biological assays have been carried out. Through them, it has been observed
that the three quadrangular metallacycles studied show activity against the cancer cells
and exert a great effect on the genes that are known to form quadruple structures in their
promoter regions. The smallest metallacycle (M8) shows less activity but higher
selectivity for a quadruple formed in the cKitl gene. It has thus been demonstrated that it
is possible to modulate the binding activity and the in vitro effect on the cancer cells

according to the size of the Pt (I1) metallacycles.
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6. The interaction with double-helical DNA and with quadruple DNA from a serie
of compounds with different size, shape, charge, charge distribution, number of metal
centers and functionalization (M5b, M6b, M11-M15) has been studied. The
metallacycles that showed the highest selectivity and that were fluorescent (M6b, M11

and M13) were subjected to a more complete spectroscopic study.

7.The metallacycle that offered a better fluorescence profile (M13) biological
assays was subjected to intracellular assays, in which it was observed that the

metallacycle is located in the nucleolus interacting with the quadruplex DNA.

8. The experiments carried out allowed to rule out the possible degradation of the

metallacycle M13 metallacycle after the cellular internalization.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
Parte Experimental I. Sintesis
5.1 General.

Los reactivos comerciales se emplearon sin necesidad de purificacion adicional.
En los casos necesarios, los disolventes se purificaron segun los procedimientos descritos

en la bibliografia.**

Los espectros de RMN se obtuvieron en espectrometros Bruker Avance de
500MHz para *H y 125MHz para *3C, Bruker Avance de 400 MHz para *H y 100MHz
para °C, y Bruker Avance 300, de 300 MHz para 'H y 75MHz para *C empleando

disolvente deuterado como “lock” y la sefial del disolvente protonado como referencia.

Los coeficientes de difusion en los experimentos DOSY en D,O fueron

referenciados usando el valor 1.92x10° m?s™ para la sefial de DHO en D,0 a 298 K.140

Los espectros de masas han sido realizados en el equipo Applied Biosystems
QSTAR Elite con analizador hibrido LC-Q-q-TOF para ESI de baja y alta resolucion.

El ensamblaje de los metalociclos de platino se ha llevado a cabo en un reactor
Anton Paar Monowave 300 operando a 2455 MHz en viales sellados de 30ml, 6ml o 1ml
provistos de barrita magnética. Las muestras se irradiaron con la potencia apropiada (de
0-850 W) para alcanzar la temperatura de 150° C utilizando el modo de calentamiento “as
fast as posible”. La temperatura que alcanza la muestra se controla por radiacion

infrarroja.

La agitacion de las muestras se ha llevado a cabo con energia de ultrasonidos
utilizando un equipo de ultrasonidos Branson 2510.

Los complejos de Pd (11)*! y Pt(11)}*? ((en)M(ONOy)2, y el cloruro de N-(2,4-
dinitrofenil)-4,4'-bipiridinio, 5,3 han sido sintetizados de acuerdo a los procedimientos

descritos en la bibliografia y su sintesis y pureza ha sido corroborados mediante RMN.

139 perrin, D. D.; Amarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals, Pergamon Press, New York,
1998.

140 Megyes, T.; Jude,H.; Grész, T.; Bako,l.; Radnai,T.; Tarkanyi,G.; Palinkas,G.; Stang, P. J. J. Am. Chem.
Soc. 2005, 127, 10731.

141 Drew, H. D. K.; Pinkard, F. W.; Preston, G. H.; Wardlaw, W. J. Chem. Soc. 1932, 1895.

142 ) Fujita, M.; Yazaki, J.; Ogura, K. Chem. Lett. 1991, 1031; b) Popov, L. V.; Zheligovskaya, N. N.;
Grevtsev, A. M.; Kharina, E. A.; Spitsyn, V. I. Seriya Khimicheskaya. 1977, 7, 1677.

143 Bongard, D.; Moller, M.; Nagaraja Rao, S.; Corr, D.; Walder, L. Helv. Chim. Acta. 2005, 88, 3200.

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Parte experimental 134

5.2 Procedimientos sintéticos

5.2.1 Procedimiento experimental para la sintesis de los precursores 6-13

Sintesis del compuesto 6

Br ON N\
o cr Br
1 5 6
A unadisolucion de a,a*-dibromo-p-xileno (6,5 g, 24,6 mmol) en CH3CN (200ml)
se le adiciona la sal de 4,4’-bipiridinio (1,2 g, 3,3 mmol) y la mezcla se calienta a
ebullicion durante 18 horas. Tras enfriar a temperatura ambiente, el precipitado amarillo
formado se filtra y se lava con CH3CN para obtener 6-CI-Br (90%), que se puede utilizar
en la siguiente etapa sin necesidad de mayor purificacion. RMN de *H (500 MHz, D20)
d (ppm): 9.43 — 9.40 (m, 3H), 9.23 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.95 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H),
8.81 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.66 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.98 (s, 2H), 4.69 (s, 2H). *C NMR (125 MHz,
D20) & (ppm): 153.05 (C), 149.79 (C), 146.55 (CH), 145.65 (CH), 142,76 (C), 142.28
(C), 138.18 (C), 131.37 (C), 131.05 (CH), 130.63 (CH), 129.61 (CH), 128.35 (CH),
127.38 (CH), 127.15 (CH), 122.72 (CH), 64.65 (CH>), 63.23 (CH>).

A una disolucién de 6-CI-Br (9.5 mg) en agua (2 ml) se le afiade exceso de KPFs,
formandose un precipitado amarillo que se lava con agua y se seca a vacio para obtener
6-2PFs. ElI compuesto obtenido presenta datos espectroscopicos de RMN de *H (500
MHz, CD3CN) en buen acuerdo con la muestra 6-Cl-Br y HR-ESI-MS (m/z) calc. para
[M-PFe]* 651.0226, enc. 651.0220.
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Sintesis del compuesto 7

— Y, = [E— - RS
NS cl + so°c /N
Br ~ N _—
N +
Br cr
6 2 2Br

A una disolucion de 6-CI-Br (1,3 g, 2,08 mmol) en una mezcla CH3CN/EtOH
(85:15, 300ml) se le adiciona 4,4’-bipiridina (391 mg, 2,50 mmol), y se calienta a
ebullicién durante 18 horas. Tras enfriar, se elimina el disolvente bajo presion reducida y
se suspende en acetonitrilo. La suspension se filtra y se lava con abundante CH3CN
(75ml) para obtener un sélido de color naranja 7-CI-2Br (93%), que se puede utilizar en
la siguiente etapa sin necesidad de purificacion adicional. RMN de *H (500 MHz, D20)
d (ppm): 9.43 (d, J=7.2 Hz, 2H), 9.41 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 9.26 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 9.17
(d, J =7.0 Hz, 2H), 9.03 - 8.98 (m, 2H), 8.96 (dd, J =8.9, 2.4 Hz, 1H),8.84 (d, J = 7.1
Hz, 2H), 8.70 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.55 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.47 — 8.40 (m, 2H), 8.32 (d,
J =8.7 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 3.2 Hz, 4H), 6.04 (s, 2H), 6.00 (s, 2H). RMN de *C (125
MHz, D20) & (ppm): 152.96 (C), 151.82 (C), 151.38 (C), 143.35 (CH), 142.76 (CH),
138.19 (C), 134.22 (C), 133.93 (C), 131.11 (CH), 130.67 (CH), 130.40 (CH), 130.29
(CH), 129.64 (CH), 127,56 (CH), 127.22 (CH), 127.07 (CH), 125.67 (CH), 125.52 (CH),
122.72 (CH), 64.27 (CH2), 63.97(CH>).

A una disolucion de 7-CI-2Br (10.2 mg) en agua (1.5 ml) se le afiade exceso de
KPFg, forméandose un precipitado amarillo que se lava con agua y se seca a vacio para
obtener 7- 3PFs. HR-ESI-MS (m/z) calc. para [M-PFg]™ 873.1371, enc. 873.1348.
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Sintesis del compuesto 12
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A una disolucion de 6-Cl-Br (117 mg, 0.19 mmol) en una mezcla CH3CN/EtOH
(85:15, 300ml) se le adiciona una cantidad estequiométrica de diazapireno, y la mezcla
se calienta a reflujo durante 56 horas. Tras enfriar, el disolvente se elimina bajo presion
reducida y se lava con CH3CN (50 ml) para obtener el compuesto 12-CI-2Br (83%) como
un solido naranja, que se puede utilizar en la siguiente etapa sin necesidad de purificacion
adicional. RMN de *H (500 MHz, D20) § (ppm): 10.16 (s, 2H), 9.87 (s, 2H), 9.41 (d, J =
3.3 Hz, 2H), 9.40 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 9.23 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.94 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz,
1H), 8.83 (d, J = 4.0 Hz, 4H), 8.80 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.66 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.28 (d,
J=8.7Hz, 1H), 7.76 — 7.61 (m, 4H), 6.44 (s, 2H), 6.01 (s, 2H). RMN de *C (125 MHz,
D20) & (ppm): 152.95 (C), 149.98 (C), 149.76 (C), 146.56 (CH), 145.81 (CH), 145.58
(CH), 141.23 (CH), 138.60 (C), 138.15 (C), 134.64 (C), 134.01 (C), 131.03 (CH), 130.72
(CH), 130.42 (CH), 130.39 (CH), 130.11 (CH), 129,17 (C), 127.51 (CH), 127.10 (CH),
126,2 (CH), 122.72 (CH), 65.78 (CH>), 64.26 (CH2).

A una disolucién de 12-CI-2Br (5 mg) en agua (1 ml) se le afiade exceso de KPFs,
formandose un precipitado amarillo que se lava con agua y se seca a vacio para obtener
12-3PFs. HR-ESI-MS (m/z) calc. para [M-PFe]* 873.1371, enc. 873.1348. ESI-MS (m/z):
calc. para [M-2PF3]*2 388.0862; enc. 388.0878.
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Sintesis del compuesto 13
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A una disolucion del precursor 6 (880 mg, 1,12 mmol) en una mezcla
CH3CN/EtOH (1:1) 130 mL se adiciona el compuesto 10 (313 mg, 1,34 mmol). Se deja
agitando a reflujo durante 18 horas. Transcurrido dicho tiempo, se observa la aparicion
de abundante precipitado de color naranja, el cual, se filtra y se lava con 75 mL de CH3CN
para obtener el compuesto 13-CI-2Br (89%). RMN de H (500 MHz, D,0) & (ppm): 9.39
—9.34 (m, 3H), 9.19 (m, 2H), 8.92 - 8.87 (m, 2H), 8.76 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.69 (m, 3H),
8.62 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 8.36 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.11 (d, J =
6.1 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.02 (m, 4H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.98 (s, 2H),
5.94 (s, 2H). RMN de *C (125 MHz, D20) & (ppm): 155.70 (C), 152.92 (C), 149.77 (C),
146.57 (CH), 145.76 (CH), 144.48 (CH), 144.29 (CH), 142.74 (C), 139.27 (C), 138.20
(C), 136.92 (C), 134.92 (C), 133.86 (C), 131.06 (CH), 130.65 (CH), 130.31 (CH), 130.00
(CH), 129.12 (C), 128.80 (CH), 128.35 (CH), 127.47 (C), 127.14 (CH), 125.63 (CH),
125.18 (CH), 122.91 (CH), 122.7 (CH), 64.38 (CH2), 63.27 (CH2) ppm.

A una disolucién del compuesto 13-CI-2Br (10 mg) en agua (2 ml) se le adiciona
exceso de hexafluorofosfato potdsico hasta que no se observa mas precipitado. El
precipitado se filtra y se lava con abundante agua (30 ml) para obtener 13-PFe. Los datos
espectroscopicos de RMN de *H (500 MHz, CDsCN) de 13-PFs estan en buen acuerdo
con la muestra 13-Cl-2Br. HR-ESI-MS (m/z) calc. para [M+2PF¢]" 949.1684, enc.
949.1673.
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5.2.2 Procedimiento experimental para la sintesis ligandos

Procedimiento general para la sintesis de los ligandos L1-L7:3NOs3

HoN R4

Ry
rR
i NS AN
R \ P \ P L1-3Cl, (desde 7); R=4-MePy; R,= H
N E/ \q L2-3Cl, (desde 7); R= 3-MePy; R;= H
N .-~ L3-3Cl, (desde 7); R=3-MeQ; R|=H
| | L4-3Cl, (desde 12); R= 4-MePy; R,= H
N* : N*

o7}
NO L5-3Cl, (desde 7); R=4-MePy; R;= CH,CH,OH

EtOH

f
1"
u

N

‘ N
O
2

N+
[ABN]
B

Y™
P
)

N+

NY :
7-Cl-2Br

12-CI-2Br
13-CI-2Br

L6-3Cl, (desde 13); R|=H
L7-3Cl, (desde 13); R;= CH,CH,CO,Et

Esquema 16: Ruta sintética para la preparacion de los ligandos L1-L.7-3Cl a partir de sus
correspondientes precursores

La correspondiente sal de dinitrofenilpiridinio 7-ClI-2Br, 12-CI-2Br o 13-CI-2Br
se disuelve en EtOH, y se le afiade la correspondiente amina en las condiciones que se
muestran en la tabla 9. La reaccion se monitoriza mediante TLC hasta que se completa.
Una vez que termina, el disolvente se elimina bajo presion reducida y el residuo obtenido
se disuelve en agua (20 ml). La fase acuosa se lava con tres porciones de AcOEt (3x10
ml). El residuo obtenido tras evaporar el agua se purifica mediante cromatografia flash
(SiO2, CH3CN, NaClyq (0,6M)/MeOH (4:1:1). Las fracciones que contienen el ligando se
combinan y el disolvente se elimina bajo presion reducida para obtener los ligandos L1-
L7-3CIl. A continuacion para eliminar las sales de cloruro sédico provenientes del
eluyente, se afiade la minima cantidad de EtOH necesaria para disolver el ligando como

cloruro y se filtra a vacio.
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Tabla 9: Condiciones sintéticas para la obtencion de los ligandos L1-L7-3ClI.

L Condiciones Rendimiento
L1-3ClI 1.5 equiv, 1h, T amb. 58%
L2-3Cl 1.5 equiv, 1h, T? amb. 55%
L3-3ClI 1.2 equiv, 1h, T amb. 57%
L4-3Cl 1.3 equiv, 3h, T2 amb 48%
L5-3Cl 1.3 equiv, 1h, T*amb 69%
L6-3Cl 1.5 equiv, 16h, reflujo 51%
L7-3Cl 1.3 equiv, 1h, 16h, reflujo 54%

A continuacién, se llevan a cabo los cambios de contraién que permiten obtener
el ligando como sal de nitrato puro. Para ello, los ligandos como cloruro se disuelven en
la minima cantidad de agua y se afiade hexafluorofosfato hasta que no se observa la
formacion de més precipitado. Se agita durante 1 hora y posteriormente se filtra a vacio.
El solido resultante se lava con abundante agua para eliminar las sales de KPFs en exceso
y se redisuelve en acetonitrilo. El disolvente se elimina a presion reducida para obtener
los ligandos L1-L7-3PFe.

Sintesis de L1-3NO3

L1-3NOz: Sélido amarillento. Los datos espectroscopicos estan en buen acuerdo

con los publicados anteriormente por el grupo de investigacion.*?
Sintesis de L2-3NO3

L2-3NOs: Sélido amarillento. Los datos espectroscopicos estan en buen acuerdo

con los publicados anteriormente por el grupo de investigacion.*?
Sintesis de L3-3NO3

L3-3NOgz: Sélido amarillento. Los datos espectroscopicos estan en buen acuerdo

con los publicados anteriormente por el grupo de investigacion.*
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Sintesis de L4-3NO3

L4-3PFs: Solido higroscopico anaranjado. RMN de H (500 MHz, CDsCN) &
(ppm): 9.89 (s, 2H), 9.69 (s, 2H), 8.98 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.74 (s, 2H), 8.71 (d, J = 6.1
Hz, 2H), 8.54 (m, 2H), 8.45 — 8.38 (m, 2H), 8.34 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 6.2 Hz,
2H), 7.74 - 7.68 (m, 2H), 7.64 — 7.56 (m, 2H), 7.37 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 6.23 (s, 2H), 5.87
(s, 2H), 5.80 (s, 2H). RMN de 3C (126 MHz, CD3sCN) & (ppm): 151.17 (CH), 150.80
(CH), 150.69 (C), 150.40 (C), 148.33 (CH), 146.09 (CH), 138.29 (CH), 135.40 (C),
135.22 (C), 134.55 (C), 134.11 (C), 131.38 (CH), 130.27 (CH), 130.06 (C), 129.28 (C),
127.60 (CH), 126.32 (CH), 125.96 (C), 125.76 (CH), 123.07 (CH), 121.83 (CH), 65.10
(CH>), 64.06 (CH.), 63.18 (CHy). ESI-MS (m/z): calc. para [M-2PFs]"? 846.1779; enc.
846.1752.

L4-3NOs: Sélido higroscdpico anaranjado. RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm):
9.83 (s, 2H), 9.67 (s, 2H), 9.22 — 9.15 (m, 4H), 8.67 — 8.60 (m, 4H), 8.57 (d, J = 6.6 Hz,
2H), 8.54 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.48 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.64 (d,
J=8.1Hz 2H), 7.46 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 6.35 (s, 2H), 6.04 (s, 2H), 5.99 (s, 2H). RMN
de ¥C (125 MHz, D20) & (ppm): 151.17 (CH), 150.80 (CH), 150.69 (C), 150.40 (C),
148.33 (CH), 146.09 (CH), 138.29 (CH), 135.40 (C), 135.22 (C), 134.55 (C), 134.11 (C),
131.38 (CH), 130.27 (CH), 130.06 (C), 129.28 (C), 127.60 (CH), 126.32 (CH), 125.96
(C), 125.76 (CH), 123.07 (CH), 121.83 (CH), 65.10 (CH>), 64.06 (CH>), 63.18 (CH2).

Sintesis de L5-3NO3

L5-3PFs: Solido higroscopico anaranjado. RMN de 'H (500 MHz, CDsCN) §
(ppm): 9.03 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.95 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.85 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.82
(d, J=6.9 Hz, 2H), 8.70 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.38 (m, 4H), 8.33 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.79
(d, J=6.2 Hz, 2H), 7.57 (m, 4H), 7.48 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 5.84 (s, 2H), 5.78 (s, 2H) 3.72
— 3.65 (m, 1H), 3.50 — 3.41 (m, 1H), 2.75 — 2.61 (m, 2H). RMN de *3C (125 MHz,
CD3CN) & (ppm): 156.02 (C), 152.30 (CH), 152.24 (C), 151.87 (CH), 151.71 (C), 147.04
(CH), 146.40 (CH), 145.86 (C), 142.68 (C), 136.09 (C), 135.48 (C), 131.66 (CH), 131.49
(CH), 129.11 (CH), 128.96 (CH), 128.92 (CH), 127.71 (CH), 124.12 (CH), 123.32 (CH),
72.97 (CH), 65.36 (CH), 64.74 (CH2), 58.17 (CH2), 36.30 (CH2). ESI-MS (m/z): calc.
para [M-PFe]* 842.2041; enc. 842.2053.

L5-3NOs: Sélido higroscépico anaranjado. RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm):
9.30 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 9.17 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 9.03 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.78 (d, J =
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6.6 Hz, 2H), 8.66 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.59 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.55 (d, J = 6.9 Hz, 2H),
8.42 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 7.59 (s, 4H),
6.47 — 6.39 (M, 1H), 5.95 (s, 2H), 5.93 (s, 2H), 3.84 — 3.72 (m, 1H), 3.68 — 3.56 (m, 1H),
2.94 — 2.78 (m, 2H). RMN de 3C (125 MHz, D;0) § (ppm): 153.51 (C), 151.21 (C),
150.39 (C), 150.10 (C), 147.92 (CH), 147.80 (CH), 145.65 (CH), 145.59 (CH), 145.09
(CH), 134.41 (C), 134.04 (C), 133.89 (C), 130.22 (CH), 130.09 (CH), 127.66 (CH),
127.22 (CH), 127.14 (CH), 126.50 (CH), 123.83 (CH), 123.54 (CH), 71.23 (CH), 64.18
(CHa), 64.11 (CH2), 63.71 (CHy), 56.93 (CH2).

Sintesis de L6-3NO3

L6-3PFs: RMN de 'H (500 MHz, CD3CN) & (ppm): 9.13 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 9.00
(d, J=7.0 Hz, 2H), 8.79 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.77 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.62 (d, J = 6.8 Hz,
2H), 8.54 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.48 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.36 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.26 (d,
J = 6.8 Hz, 2H), 8.15 — 8.08 (m, 4H), 7.85 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.62 — 7.55 (m, 4H), 5.87 (s, 2H), 5.77 (s, 2H), 4.45 (s, 2H).
RMN de 3C (126 MHz, CDsCN) & (ppm): 156.93 (C), 151.96 (C), 151.6 (C), 147.09
(CH), 146.85 (CH), 146.03 (CH), 136.26 (C), 135.45 (C), 132.84 (CH), 131.65 (CH),
131.42 (CH), 130.71 (CH), 130.67, (CH), 128.98, (CH), 128.89 (C), 128.62 (CH), 127.26
(CH), 126.40 (CH), 126.14 (C), 65.39 (CH>), 64.48 (CH2), 41.67 (CH>). ESI-MS (m/z):
calc. para [M-PFg]™ 950.2405; enc. 950.2391.

L6-3NOs: Sélido amarillento. mp (°C): 258.8. RMN de *H (500 MHz, D;0) §
(ppm): 9.38 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 9.24 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.96 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.74 —
8.68 (m, 4H), 8.66 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.64 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 8.42 (d, J = 7.1 Hz, 2H),
8.13 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 9.9 Hz, 4H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.77 (d, J =
5.9 Hz, 2H), 7.72 — 7.63 (m, 6H), 6.04 (s, 2H), 5.92 (s, 2H), 4.44 (s, 2H). RMN de **C
(125 MHz, D20) 6 (ppm): 155.92 (C), 150.39 (C), 150.23 (C), 146.62 (CH), 145.61 (CH),
145.27 (CH), 144.30 (CH), 142.44 (C), 140.99 (C), 139.69 (C), 134.96 (C), 134.87 (C),
133.83 (C), 131.32 (CH), 131.34 (CH), 130.23 (CH), 129.97 (CH), 128.82 (CH), 128.39
(CH), 127.22 (CH), 126.90 (CH), 126.22 (CH), 125.26 (CH), 124.43 (CH), 122.85 (CH),
64.20 (CH>), 63.14 (CHy), 40.17 (CH>).

Sintesis de L7-3NO3

L7-3PFs: RMN de *H (400 MHz, CDsCN) & (ppm): 9.11 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.99
(d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.76 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.72 (d, 2H), 8.56 (d, 2H), 8.52 (d, J = 6.4

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Parte experimental 142

Hz, 2H), 8.47 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.35 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.01
(d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.82 — 7.75 (m, 2H), 7.71 (m, J = Hz, 4H), 7.59 (d, J = 2.2 Hz, 4H),
7.48 (d, 2H), 5.87 (s, 2H), 5.75 (s, 2H), 4.28 (t, J = 7.9, 1H), 4.08 (g, J = 7.1 Hz, 2H),
2.51 —2.40 (m, 2H), 2.29 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.3, 7.3 Hz, 3H). RMN de 3C
(125 MHz, CD3CN) 6 (ppm): 173.54 (C), 164.85 (C), 156.97 (C), 151.95 (C), 151.57 (C);
147.10 (CH), 146.83 (CH), 146.23 (C), 146.02 (CH), 144.38 (CH), 143.66 (CH), 142.87
(C), 139.65 (C), 137.76 (C), 136.27 (C), 135.43 (C), 131.77 (CH), 131.66 (CH), 131.39
(CH), 130.68 (CH), 130.59 (CH), 128.97 (CH), 128.62 (CH), 127.83 (CH), 127.22 (CH),
126.47 (CH), 125.90 (CH), 65.37 (CH>), 64.44 (CH>), 61.74 (CH), 50.62 (CH), 32.78
(CH>), 30.42 (CH,), 14.82 (CHs). ESI-MS (m/z): calc. para [M-2PFs]*? 452.6641; enc.
452.6659.

L7-3NOs3: sdlido higroscopico amarillento. RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm):
9.31 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 9.25 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.93 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.67 (d, J =
6.5 Hz, 2H), 8.63 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.49 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.44 (d, J = 5.3 Hz, 2H),
8.31 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.79 — 7.67
(m, 10H), 7.47 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 6.05 (s, 2H), 5.90 (s, 2H), 4.27 (t, J = 7.8 Hz, 1H),
4.10 (g, J = 7.2 Hz, 2H), 2.52 (m, J = 6.7 Hz, 2H), 2.43 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.25 (t, J =
7.1 Hz, 3H). RMN de C (125 MHz, D,0) § (ppm): 175.84 (C), 155.80 (C), 153.83 (C),
150.25 (C), 150.09 (C), 148.93 (CH), 148.62 (CH), 147.36 (C), 146.66 (C), 145.58 (CH),
145.17 (CH), 144.18 (CH), 140.85 (C), 140.37 (C), 134.99 (C), 134.08 (C), 130.25 (CH),
130.13 (CH), 129.99 (CH), 128.65 (CH), 127.98 (CH), 127.19 (CH), 126.85 (CH), 125.02
(CH), 124.31 (CH), 123.81 (CH), 121.89 (CH), 64.26 (CH>), 63.15 (CH2), 61.74 (CH>),
48.88 (CH), 32.23 (CH>), 28.78 (CH>), 13.21 (CH3).
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5.2.3 Procedimiento experimental para el ensamblaje de los metalociclos
M4a-M7a

Procedimiento general para el ensamblaje de los metalociclos de Pd(ll1) M4a-
M7a-5NOs3

A una disolucion acuosa (D20) del ligando L4-L6 (0.1-2.5 mM) y L7 (0.1-5 mM)
se le adiciona un equivalente del complejo de (en)Pd(ONO), para obtener los
correspondientes metalociclos como especies mayoritaria a diferentes concentraciones.
No es posible aislar los metalociclos de paladio (11), por lo que los estudios se llevan a

cabo en la propia mezcla de reaccion.

Ensamblaje de M4a-5NO3

M4a-5NO3z: RMN de H (500 MHz, D>0) & (ppm): 9.95 (s, 2H), 9.94 (s, 2H), 8.99
(d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.92 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.55 — 8.44 (m, 4H), 8.07 (d, J = 4.4 Hz,
2H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.27 (s,
2H), 5.83 (s, 2H), 5.82 (s, 2H), 2.98 (s, 4H). RMN de 3C (125 MHz, D,0) & (ppm):
152.10 (CH), 149.43 (C), 148.55 (C), 148.00 (CH), 145.43 (C), 145.08 (CH), 144.70
(CH), 138.73 (CH), 136,23 (C), 136.00 (C), 130.17 (CH), 130.09 (CH), 130.01 (CH),
129.68 (C), 129.60 (CH), 128.31 (C), 127.83 (CH), 126.91 (CH), 126.79 (CH), 66.39
(CH>), 64.99 (CH>), 62.46 (CH>), 47.18 (CH>).

Ensamblaje de M5a-5NO3

—

s
N\ )
ONO, D,0
— E Pd
N* ON02

N N

/)

OH

M5a-5NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm): 9.16 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 9.11
(d, J = 6.9 Hz, 2H), 9,02 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.86 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.84 (d, J = 6.9 Hz,
2H), 8.35 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.32 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.17 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.82 (d,
J=6.8 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.66 (m, 4H), 6.27 (dd, J = 9.1, 6.2 Hz, 1H),
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5.90 (s, 2H), 5.83 (s, 2H), 3.72 — 3.63 (M, 1H), 3.53 — 3.45 (M, 1H), 2.78 — 2.74 (m, 2H),
2.61 (M, 4H). RMN de 1°C (125 MHz, D20) & (ppm): 152.37 (CH), 151.98 (CH), 151.10
(C), 150.33 (C), 149.08 (C), 148.12 (C), 144.81 (CH), 144.41 (CH), 144.16 (CH), 136.04
(C), 135.89 (C), 130.25 (C), 130.21 (CH), 130.03 (CH), 127.30 (CH), 127.24 (CH),
126.38 (CH), 125.68 (CH), 124.67 (CH), 70.85 (CH), 65.01 (CHy), 64.57 (CH2), 64.12
(CH2), 56.90 (CHy), 46.70 (CHy), 32.95 (CHy>).

Ensamblaje de M6a-5NO3
NF N\ = H NF N\ —
ﬂ N\ b o D0 ﬂ W
= /I * [H/Pd‘oNo2 (= [/”

M6a-5NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) § (ppm): 9.12 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.93
(d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.80 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.59 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 8.53 (d, J = 5.9 Hz,
2H), 8.29 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.26 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 8.05 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.74 (d,
J = 8.2 Hz, 2H), 7.70-7.63 (m, 4H), 7.60 (m, 4H), 7.53 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.47 — 7.41
(m, 4H), 5.84 (s, 2H), 5.68 (s, 2H), 4.08 (s, 2H), 2.81 (s, 4H). RMN de 13C (125 MHz,
D;0) § (ppm): 157.19 (C), 151.07 (CH), 151.01 (CH), 150.06 (C), 144.85 (CH),
144.79(CH), 143.54 (CH), 138.24 (C), 136.23 (C), 135.76 (C), 135.29 (C), 130.19 (CH),
129.97 (CH), 129.70 (CH), 128.60 (CH), 128.09(CH), 127.07 (CH), 126.56 (CH), 125.45
(CH), 125.34 (CH), 124.29 (CH), 124.15 (CH), 64,90 (CH2), 63.81 (CHz), 47,18 (CH2).

Ensamblaje de M7a-5NO3

7 N N,
—_N-Pd-NH,
N

M7a-5NOs: RMN de *H (500 MHz, D20)  (ppm): 9.25 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 9.07
(d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.94 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.74 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 8.72 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 8.45 — 8.38 (m, 4H), 8.20 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.82 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.74 (s, 4H), 7.64 — 7.60 (m, 6H), 5.97 (s, 2H), 5.82
(s, 2H), 4.33 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 4.11 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.95 (s, 4H), 2.66 — 2.51 (m,
2H), 2.47 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H). RMN de 3C (125 MHz, D,0) &
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(ppm): 175.65 (C), 157.47 (C), 151.09 (CH), 151.01 (CH), 150.06 (C), 144.85 (CH),
144.72(CH), 143.54 (CH), 138.24 (C), 136.20 (C), 135.74 (C), 135.03 (C), 130.12 (CH),
129.99 (CH), 129.70 (CH), 128.57 (CH), 128.11(CH), 127.47 (CH), 126.60 (CH), 125.83
(CH), 125.38 (CH), 124.35 (CH), 124.11 (CH), 64.96 (CH.), 63.83 (CH), 61.77 (CHy),
48.87 (CH), 46.56 (CHs), 32.06 (CHy), 27.27 (CH>), 13.17 (CHa).

5.2.4 Procedimiento experimental para el ensamblaje de los metalociclos
M4ad-M6ad

A una disolucion acuosa (D20) del ligando L4-L6 (10-15 mM) se le adiciona un
equivalente del complejo de (en)Pd(ONO2). para obtener los correspondientes

metalociclos diméricos como especies mayoritarias.

Ensamblaje de M4ad-10NOs3

N, ONO,
— 2 Pd
N* = N ONO,
N/ N\ , 2
2- /’N
P —
[ — \
+ D,O
N\ // N\ /N 2

M4ad-10NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm): 9.83 (s, 2H), 9.72 (s, 2H),
9.08 (m, 4H), 8.64 (d, J =5.9 Hz, 2H), 8.47 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.44 (d, J = 6.4 Hz, 2H),
8.36 (m, 4H), 7.68 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 5.6 Hz, 2H),
6.27 (s, 2H), 6.01 (s, 2H), 5.91 (s, 2H), 2.67 (s, 4H). RMN de **C (125 MHz, D20) §
(ppm): 152.47 (CH), 152.13 (C), 150.95 (C), 149.99 (C), 149.02 (CH), 146.51 (CH),
146.15 (CH), 145.55 (C), 139.35 (CH), 138.54 (C), 134.86 (C), 132.70 (CH), 130.23
(CH), 130,11 (CH), 129.69 (CH), 129.01 (C), 127.45 (CH), 127.08 (CH), 124.92 (CH),
65.36 (CH2), 64.07 (CH.), 62.17 (CH2), 45.57 (CH>).

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Parte experimental 146

Ensamblaje de M5ad-10NOs

Mbad-10NOs: RMN de H (500 MHz, D20) & (ppm): 9.28 (d, J = 6.4 Hz, 2H),
9.17 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 9.06 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.90 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.79 (d, J =
6.9 Hz, 2H), 8.62 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.56 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.43 (d, J = 6.9 Hz, 2H),
8.02 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.66 — 7.59 (m, 4H), 6.42 (dd, J = 9.0,
6.2 Hz, 1H), 5.98 (s, 2H), 5.94 (s, 2H), 3.78 — 3.72 (m, 1H), 3.61 — 3.54 (m, 1H), 2.85 —
2.74 (m, 2H), 2.69 (s, 4H). RMN de 13C (125 MHz, D20) § (ppm): 152.86 (CH), 152.82
(CH), 152.46 (C), 151.34 (C), 150.03 (C), 145.65 (CH), 145.17 (C), 145.11 (CH), 144.82
(CH), 134.32 (C), 133.91 (C), 130.23 (CH), 130.12 (CH), 130.08 (C), 127.73 (CH),
127.23 (CH), 127.14 (CH), 126.53 (CH), 124.90 (CH), 124.51 (CH), 70.68 (CH.), 64.19
(CH2), 63.80 (CH2), 56.82 (CH2), 47.40 (CHy), 47.04 (CHy).

Ensamblaje de M6ad-10NO3
H, {ONH,

N-Pd—

; N_ ONO, NT<
N 2.[ Pd 2 M
5. = ~ N ONO,
Y Ha : =
=~ s w2k
N =

N* N ——————
-/ /\\NM D,O Qﬁ EN
2 =N Hz

HoN

M6ad-10NOs: RMN de *H (500 MHz, D,0) § (ppm): 9.25 (d, J = 6.5 Hz, 2H),
9.11 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.84 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.64 — 8.57 (m, 4H), 8.54 (d, J = 6.8
Hz, 2H), 8.4 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.29 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.92
(d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.81 (m, 2H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.56 — 7.49 (m, 6H), 7.36 (d,
J=5.9Hz, 2H), 5.91 (s, 2H), 5.79 (s, 2H), 4.19 (s, 2H), 2.59 (s, 4H). RMN de 13C (125
MHz, D20) § (ppm): 156.94 (C), 153.91 (C), 151.82 (CH), 151.32 (CH), 150.38 (C),
150.22 (C), 149.90 (C), 145.52 (CH), 145.20 (CH), 144.27 (CH), 142.55 (C), 140.88 (C),
135.28 (C), 134.68 (C), 133.64 (C), 131.44 (C), 131.16 (CH), 130.12 (CH), 129.85 (CH),
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128.78 (CH), 128.32 (CH), 127.12 (CH), 126.82 (CH), 125.54 (CH), 125.28 (CH), 124.29
(CH), 123.77 (CH), 64.06 (CH3), 63.03 (CHs), 47,26 (CHy), 39.48 (CHy).

Procedimiento general para el ensamblaje de los metalociclos de Pt(l1)
mononucleares

Una disolucion acuosa (H20 Mili-Q) del complejo (en)Pt(NO3)2 (1.25 mM) y el
correspondiente ligando L4-L7 (1.25 mM) se irradia con energia asistida por microondas
a 150 °C durante 3 horas. El disolvente se elimina bajo presion reducida para obtener los

correspondientes metalociclos de platino (11) como sélidos.

Ensamblaje de M4b-5NO3

NE = H, = = H,N

/NN N_ ONO, D20 N N-Pn"

7N + E Pt N H,
WM Hp NMW \

M4b-5NOs: RMN de H (500 MHz, D>0) 5 (ppm): 9.96 (s, 2H), 9.95 (s, 2H), 8.99
(d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.93 (d, J = 6 Hz, 2H), 8.49 — 8.46 (m, 4H), 8.06 (d, J = 4.5 Hz, 2H),
7.85 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.67 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.27 (s, 2H),
5.85 (s, 2H), 5.82 (s, 2H), 2.66 (s, 4H). RMN de %°C (125 MHz, D;0) 5 (ppm): 153.56
(C), 152.95 (CH), 149.25 (C), 149.07 (CH), 146.28 (C), 145.03 (CH), 144.69 (CH),
138.74 (CH), 136,27 (C), 136.04 (C), 130.22 (CH), 130.05 (CH), 129.57 (CH), 128.71
(C), 127.87 (CH), 128.67 (C), 127.36 (CH), 126.84 (CH), 126.75 (CH), 66.41 (CH.),
64.99 (CH>), 62.37 (CH2), 47.5 (CHS).

Ensamblaje de M5b-5NO3

OH
OH

M5b-5NO3: Solido higroscopico anaranjado. Rto.: 89%. RMN de *H (500
MHz, D20) & (ppm): 9.20 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 9.11 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 9.00 (d, J
= 6.3 Hz, 2H), 8.87 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.84 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.34 (d, J = 6.1
Hz, 2H), 8.31 (m, 2H), 8.17 (m, 2H), 7.91 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 7.78 (m, 2H), 7.65
(d, J = 6.3 Hz, 4H), 6.28 (dd, J = 9.1, 6.2 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.82 (d, J = 7.3
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Hz, 2H), 3.90 — 3.70 (m, 1H), 3.59 (m 1H), 2.82 — 2.69(m, 2H), 2.67 (s, 4H). RMN
de 13C (125 MHz, D;0) § (ppm): 153.17 (CH), 152.80 (CH), 150.90 (C), 150.34 (C),
149.08 (C), 147.88 (C), 144.84 (CH), 144.41 (CH), 144.15 (CH), 136.02 (C), 135.87 (C),
130.22 (CH), 130.06 (CH), 130.06 (CH), 129.43 (C), 127.26 (CH), 126.46 (CH), 126.32
(CH), 126.13 (CH), 125.04 (CH), 70.78 (CH2), 65.07 (CHz), 64.65 (CHz), 56.93 (CHy),
47.40 (CHy), 32.99 (CHo).

Ensamblaje de M6b-5NO3

NN\ =
— N\ N* H,
/ N\ /ONOZ Dzo
— J + [ /Pt\
e | N ONO,

N\__// 7N\ N, Hy \
— *Pt NH2

M6b-5NOs: Sélido higroscépico anaranjado. Rto.: 90%. RMN de *H (500
MHz, D20O) 6 (ppm): 9.24 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 9.06 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.93 (d, J
= 6.6 Hz, 2H), 8.75 (t, J = 6.22 Hz, 4H), 8.73 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.43 (m, 4H),
8.19 (s, 2H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.81 (m, 4H), 7.72 (m, 4H), 7.56 (m, 4H)
6.04 (s, 2H), 5.92 (s, 2H), 2.78 (s, 4H). RMN de 3C (125 MHz, D;0) § (ppm): 157.21
(C), 151.03 (CH), 150.78 (CH), 150.06 (C), 148.85 (CH), 144.81(CH), 143.56 (CH),
138.21 (C), 136.25 (C), 135.77 (C), 135.27 (C), 130.18 (CH), 129.97 (CH), 129.72 (CH),
128.61 (CH), 128.07(CH), 127.06 (CH), 126.56 (CH), 125.45 (CH), 125.32 (CH), 124.33
(CH), 124.19 (CH), 64,93 (CH>), 63.83 (CH), 47,29 (CH2). ESI-MS (m/z): calc. para
[M-4PFs]" 265.0770; enc 265.0800.

Ensamblaje de M7b-5NO3

— N-Pi-NH,
“HN

M7b-5NO3: Solido higroscopico anaranjado. Rto.: 92%. RMN de H (500
MHz, D20) J (ppm): 9.24 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 9.07 (d, J = 4.1 Hz, 2H), 8.94 (d, J
= 6.7 Hz, 2H), 8.79 — 8.69 (m, 4H), 8.41 (d, J = 7.6 Hz, 4H), 8.19 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 6.4 Hz, 2H),
7.73 (s, 4H), 7.61 (s, 6H), 5.96 (s, 2H), 5.81 (s, 2H), 4.32 (t, J = 14.9, 7.6 Hz, 1H),
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4.11 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 2.86 (s, 4H), 2.68 — 2.53 (m, 2H), 2.53 — 2.38 (m, 2H),
1.24 (t, J = 6.9 Hz, 3H). RMN de *C (125 MHz, D20) & (ppm): 175.68 (C), 157.39 (C),
151.78 (CH), 151.01 (CH), 149.87 (C), 144.87 (CH), 144.75 (CH), 143.56 (CH), 138.07
(C), 136.22 (C), 135.75 (C), 135.06 (C), 130.15 (CH), 130.03 (CH), 129.74 (CH), 128.59
(CH), 128.07 (CH), 127.46 (CH), 126.60 (CH), 125.83 (CH), 125.37 (CH), 124.41 (CH),
124.18 (CH), 64.99 (CH.), 63.86 (CH>), 61.79 (CH.), 48.69 (CH), 47.39 (CH>), 32.07
(CHy), 27.24 (CHy), 13.19 (CHs). ESI-MS (m/z): calc. para [M-2PFg]*? 725.1452;
enc. 725.1454.

5.2.5 Procedimiento general para el ensamblaje de los metalociclos de
Pt(Il) dinucleares

Una disolucion acuosa (H20 Mili-Q) del complejo (en)Pt(NOs)2 (5-10 mM) y el
correspondiente ligando L4-L7 (5-10 mM) se irradia con energia asistida por microondas
a 150 °C durante 3 horas. El disolvente se elimina bajo presion reducida para obtener los

correspondientes metalociclos de platino (1) como solidos.

Ensamblaje de M4bd-10NO3

Ho
N_ ONO, Hy
_— 2' Pts N\Pt\
N — N ONO, Cy NS
N\ / N\ N Ha Ha Y A
2. /N . \
_ I NT N N
A —
N\ / \ N+ N Dzo / 74

HoN
\f /PtN
I //N Hy
A\
h g

N/

M4bd-10NOs: RMN de H (500 MHz, D20) & (ppm): 9.95 (s, 2H), 9.94 (s, 2H),
9.24-9.14 (m, 4H), 8.80 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 8.68 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 8.61 (d, J = 9.1 Hz,
2H), 8.55 (m, 4H), 7.72 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 7.55-7.47 (m, 2H),
6.37 (s, 2H), 6.11 (s, 2H), 5.98 (s, 2H), 2.60 (s, 4H).
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Ensamblaje de M5bd-10NO3

M5bd-10NOs: RMN de *H (500 MHz, D,0) & (ppm): 9.29 (d, J = 6.5 Hz, 2H),
9.17 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 9.07 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.96 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.85 (d, J =
6.1 Hz, 2H), 8.63 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.56 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.45 (d, J = 6.1 Hz, 2H),
7.99 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 7.79-7.75 (m, 2H), 7.68 — 7.66 (m, 2H), 7.74-7.60 (m, 2H), 6.43
(dd, J = 9.0, 6.2 Hz, 1H), 5.99 (s, 2H), 5.94 (s, 2H), 3.80 — 3.71 (M, 1H), 3.68 — 3.63 (m,
1H), 2.80 — 2.75 (m, 1H), 2.64 (s, 4H).

Ensamblaje de M6bd-10NO3

M6bd-10NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) & (ppm): 9.38 (d, J = 6.6 Hz, 2H),
9.24 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.96 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.75 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.72 (d, J =
6.3 Hz, 2H), 8.66 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.57 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 8.43 (d, J = 6.3 Hz, 2H),
8.14 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.81 (d, J =
6.2 Hz, 2H), 7.66 (m, 6H), 7.49 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 6.04 (s, 2H), 5.92 (s, 2H), 4.56 (s,
2H), 2.72 (s, 4H).
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5.2.6 Procedimiento experimental para la sintesis de los complejos de
inclusion

A una disolucién acuosa (D.0O) del metalociclo M4-M7 (2.5 mM) se le adiciona
un equivalente del sustrato 1,5-DHN observando en todos los casos un cambio en el color

de la disolucion debido al establecimiento de una banda de transferencia de carga

indicativo de la formacion del complejo de inclusion.

Complejo (M4a-1,5DHN)-5NOs:

(M4a-1,5DHN)-5NOs: RMN de *H (400 MHz, D20) 8(ppm): & 9.90 (s, 1H),
9.88 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 9.74 (d, 1H), 9.39 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 8.76 (d, J = 6.8
Hz, 2H), 8.91 (d, 2H), 8.76 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.10 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.10-7.90
(m, 6Hz), 7.27 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.15-6.85 (m, 4H), 6.75-6.55 (m, 2H), 6.28-
6.14 (m, 2H), 5.81 (s, 2H), 2.74 (s, 4H). RMN de 3C (125 MHz, D20) 3(ppm):
151.17(C), 147.61 (C), 145.83 (CH), 145.16 (CH), 144.82 (CH), 144.46 (C),
143.46 (C), 136.62 (CH), 136.25 (CH), 136.20 (CH), 134.42 (CH), 132.71 (CH),
131.20 (C), 129.57 (C), 129.37 (CH), 128.82 (CH), 127.70 (CH), 125.70 (CH),
125.11 (C), 123.03 (CH), 117.43 (C), 115.47 (C), 113.31 (CH), 109.26 (CH), 66.40
(CHa), 65.17 (CHy), 62.64 (CH>), 46.91 (CH>).

Complejo (M5a-1,5DHN)-5NOs:

(M5a-1,5DHN)-5NO3: RMN de *H (400 MHz, D,0) 8(ppm): 9.34 (d, J = 6.2
Hz, 2H), 9.04-8.97 (m, 4H), 8.84 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.77 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 8.21
(d, J = 5.8 Hz, 2H), 8.03-7.92 (m, 4H), 7.62 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 6.2
Hz, 2H), 7.42 (d, 6.3 Hz, 2H), 6.82 — 6.50 (m, 6H), 6.20 (t, , J = 7.6 Hz, 1H), 5.90
(s, 2H), 5.79 (s, 2H), 4.74 — 3.67 (m, 1H), 3.02 — 2.83 (m, 3H), 2.77 (s, 4H). RMN
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de 13C (125 MHz, D20) 3(ppm): 152.69(C), 152.58 (CH), 152.12(C), 151.94 (CH),
150.42(C), 148.53 (CH), 144.80 (CH), 144.29 (CH), 144.02 (CH), 136.77 (CH),
136.15(C), 134.01(C), 131.95(C), 130.88(C), 130.33 (CH), 130.16 (CH),
126.03(CH), 125.79 (CH), 124.47 (CH), 65.06 (CH2), 64.77 (CHs), 64.41 (CH2),
56.63 (CH2), 45.70 (CHy), 45.19 (CH2), 30.14 (CH,).

Complejo (M6a-1,5DHN)-5NOs:

D\Q\QN .

N 2 OH N

ey M
D,0

(M6a-1,5DHN)-5NO3z: RMN de 'H (400 MHz, D20) &(ppm): 9.29 (d, J =
6.6 Hz, 2H), 8.88 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.73 (m, J = 6.7 Hz, 4H), 8.54 (d, J = 6.7 Hz,
2H), 8.15 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.02 — 7.89 (m, 4H), 7.79 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 7.71
—7.59 (m, 8H), 7.53 — 7.47 (m, 2H), 7.33 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 6.63 (d, 2H), 6.27 (t, 2H), 6.03 (d, 2H), 6.00 (s, 1H), 5.80 (s,2H), 4.25 (s, 2H),
2.95 (s, 4H). RMN de 3C (125 MHz, D20) §(ppm): 151.94 (C), 151.44 (C), 151.06
(CH), 151.03 (CH), 145.65 (CH), 145.34 (C), 144.84 (CH), 144.48 (C), 144.40 (C),
143.77(C), 143.27 (CH), 140.78 (C), 139.30 (C), 136.89 (C), 136.20 (C), 131.56
(CH), 130.81 (CH), 130.34 (CH), 130.18 (CH), 127.44 (CH), 127.27 (CH), 127.14
(CH), 126.66 (CH), 124.49 (CH), 123.89 (CH), 123.74 (CH), 119.01 (CH), 112.13
(CH), 108.01 (CH), 65.18 (CH.), 64.24 (CH.), 63.86 (CH.), 47.62 (CH>),
40.01(CH>).
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Complejo (M7a-1,5DHN)-5NOs:
IR
N\ N-"lzN_
— NG i

EtO EtO

(M7a-1,5DHN)-5NO3: RMN de H (500 MHz, D>0) 8(ppm): 9.28 (d, J =
6.7 Hz, 2H), 8.90 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.78 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.72 (d, J = 6.8 Hz,
2H), 8.59 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.17 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.96 — 7.88 (M, 4H), 7.84
(d, = 6.4 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.71 — 7.66 (M, 4H), 7.64 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 5.98 (s, 2H), 5.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.80 (s, 2H), 5.55 (t, J = 7.0 Hz, 2H),
5.44 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 4.36 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.94 (s,
4H), 2.59 (q, J = 7.2Hz, 2H), 2.46 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.22 (t, J = 7.2Hz, 3H). RMN
de 13C (125 MHz, D;0) 8(ppm): 175.65 (C), 157.69 (C), 151.15 (C), 151.01 (CH),
150.25 (C), 145.96 (CH), 144.81 (C), 143.78 (C), 143.32 (CH), 140.39 (C), 136.63
(C), 136.05 (C), 130.25 (CH), 130.11 (CH), 129.83 (CH), 127.78 (CH), 127.49
(CH), 126.98 (CH), 125.91 (CH), 125.65 (CH), 124.77 (CH), 124.44 (CH), 124.08
(CH), 123.83 (CH), 112.13 (CH), 107.91 (CH), 65.03 (CH>), 63.81 (CH_), 61.78
(CH,), 48.80 (CH), 46.70 (CHy), 46.57 (CH), 45.70 (CH,), 32.05 (CH,), 27.28
(CHy2), 13.18 (CH3).
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5.2.7 Ensamblaje de los catenanos (M6a:DN38C10):5NO; vy
(M4a-DN38C10)-5NO3

Catenano (M6a- DN38C10)-5NOs:

A una disolucién del ligando L6 (5 mM) y el complejo de (en)Pd(ONO2):
(5mM) se le adiciona el ciclofano DN38C10. La mezcla se irradia con energia de

ultrasonidos a 25 °C durante 56 horas.
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(M6a-DN38C10)-5NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) &(ppm): 9.36 (d, J = 6.7
Hz, 2H), 9.20 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.96 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.85 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.71
—8.66 (m, 4H), 8.63 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.41 (m, 4H), 8.15 (m, 4H), 7.95 (d, J = 6.3 Hz,
2H), 7.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.68 — 7.55 (m, 4H), 7.13 (m, 2H),
7.02 (m, 2H, 6.92 (m, 2H), 6.00 (s, 2H), 5.88 (s, 2H), 5.75-5.67 (M, 6H), 4.52 (s, 2H),
4.33 — 3.29 (m, 32H), 2.78 (s, 4H). RMN de 3C (125 MHz, D,0) &(ppm): 165.60
(C), 164.38 (C), 162.08 (C), 155.89 (C), 155.78 (C), 145.63 (CH), 145.32 (CH),
144.47 (CH), 141.21 (CH), 140.71 (CH), 131.48 (CH), 130.14 (CH), 129.93 (CH),
129.31 (CH), 129.10 (CH), 129.10 (CH), 127.88 (CH), 127.42 (CH), 127.17 (CH),
126.93 (CH), 126.35 (CH), 125.75 (CH), 125.63 (CH), 125.21 (CH), 124.83 (CH),
124.62 (CH), 72.57 (CHy), 72.08 (CHy), 71.65 (CH2), 71.56 (CH2), 70.67 (CH>),
69.67 (CH,), 69.59 (CH.), 69.36 (CH2), 69.28 (CHs), 67.39 (CH.), 66.64 (CH>),
57.48(CHy), 41.15 (CH>), 40.45(CHy), 40.20 (CH2).
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Catenano (M4a- DN38C10)-5NOs:

A una disolucién del ligando L4 (5 mM) y el complejo de (en)Pd(ONO2):
(5mM) se le adiciona el ciclofano DN38C10. La mezcla se irradia con energia de

ultrasonidos a 25 °C durante 24 horas.
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(M4a DN38C10)-5NOs: RMN de *H (500 MHz, D20) 8(ppm): 9.84 (s, 1H), 9.75
(s, 1H), 9.70 (s, 1H), 9.60 (s, 1H), 9.48 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.88 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.74
(d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.26 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 6.3 Hz,
1H), 8.10 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.95 (d,
J=8.0 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.28 (d, J = 10.5 Hz,
2H), 6.24 (s, 2H), 6.14 (m, 2H), 6.11 (m, 2H), 5.93 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.85 (d, J = 6.2
Hz, 1H), 5.83 (s, 2H), 5.81 (s, 2H), 5.78 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 5.77 (m, J = 7.9 Hz, 1H),
5.55 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 5.47 (t, 1H), 4.39 — 3.49 (m, 32H), 2.74 (s, 4H). RMN de 33C
(125 MHz, D20) 5(ppm): 150.18 (C), 147.57 (C), 145.60 (C), 145.57 (CH), 144.51
(CH), 144.27 (C), 136.20 (C), 132.74 (CH), 130.92 (CH), 130.71 (CH), 129.41
(CH), 128.42(CH), 128.40 (CH), 126.70 (CH), 126.56 (CH), 125.84 (CH), 125.27
(C), 122.25 (CH), 118.67 (C), 106.97 (C), 106.71 (CH), 104.20 (CH), 103.81 (CH),
103.42 (CH), 70.75 (CHy), 70.42 (CHy), 70.40 (CH2), 70.24 (CH2), 69.76 (CH>),
69.47 (CHy), 67.76 (CHz), 67.65 (CH2), 67.60 (CH), 66.51 (CHz), 65.29 (CH2),
52.40 (CHy), 48.07 (CHy), 47.11 (CH2), 45.71 (CH.).
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5.2.8 Ensamblaje de los catenanos (M6b-DN38C10)-5NO; vy
(M4b-DN38C10)-5NO3

A una disolucién del ligando L4 (5 mM) y el complejo de (en)Pt(ONO2):
(5mM) se le adiciona el ciclofano DN38C10. La mezcla se irradia con energia
asistida por microondas a 150 °C durante 3 horas. El disolvente se elimina bajo presion

reducida para obtener los correspondientes catenanos como solidos.

Catenano (M6b- DN38C10)-5NOs:

(M6a-DN38C10)-5NOs: RMN de H (500 MHz, D20) 5(ppm): 9.34 (d, J = 6.1
Hz, 2H), 9.20 (m, 2H), 8.93 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 8.81 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.72 — 8.67 (m,
4H), 8.64-8.60 (m, 4H), 8.39 (m, 4H), 8.12-8.08 (m, 4H), 7.78 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.67-
7.60 (M, 6H), 7.26 (m, 2H), 7.12 (m, 2H), 6.88 (m, 2H), 6.00 (s, 2H), 5.89 (s, 2H), 5.25
(m, 6H), 4.52 (s, 2H), 4.36 —3.09 (M, 32H), 2.79 (s, 4H).

Tesis doctoral 2018 Olaya Domarco Alvarez



Parte experimental 157

Catenano (M4b- DN38C10)-5NOs:

(M4a DN38C10)-5NOs: RMN de tH (500 MHz, D,0) 5 9.78-9.74 (m, 3H), 9.59
(s, 1H), 9.48 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.89 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.80 (m, 2H), 8.25 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 8.20 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.07 (m, 1H), 8.04 (m, 2H),
8.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.92 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
6.30 (M, 2H), 6.24 (s, 2H), 6.11 (m, 2H), 6.10 (M, 2H), 5.94 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.89 (m,
1H), 5.87 (s, 2H), 5.86 (s, 2H), 5.83 (M, 1H), 5.81 (M, 1H), 5.58 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 5.47
(t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.37 -3.41 (m, 32H), 2.74 (s, 4H).
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Parte Experimental 1. Estudios de interaccion
5.3 Oligonucleotidos

Todos los oligonucledtidos fueron comprados en IDT (integrated DNA
Technologies) con grado de pureza HPLC. En las pruebas de FRET se usé FAM (6-
carboxifluoresceina) y TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina). Como modelo para ds-
DNA se us6 la secuencia TATAGCTA-[(-CH2-CH-0-)s])- TATAGCTATA.

Las concentraciones stock de las disoluciones de los oligonucledtidos fueron
determinados midiendo la absorbancia a 260 nm de las correspondientes disoluciones
diluidas y empleando los coeficientes de extincion molar suministrados por el fabricante.

El calf-thymus DNA (ct-ADN, Sigma Aldrich) fue usado como modelo de ADN
duplex para los experimentos UV-VIS y CD. Fue suspendido en una disolucion 1.0 mM
de tris-hidroximetil-aminometano (TRIS-HCI) a pH=7.5. La concentracion de ADN fue
determinada por espectrometria UV-VIS usando 6600 M™cm™? como coeficiente de

absorcién molar a 260 nm.1#

5.4 Estudios de interaccion por desnaturalizacion térmica
5.4.1 Desnaturalizacion térmica del ADN por FRET

Los experimentos de FRET se han llevado a cabo en un Applied Biosystems®
7500 Real-Time PCR cycler equipado con un filtro FAM (Aex = 492 nm y Aem = 516

nm).

Los oligonucledétidos fueron en primer lugar diluidos con agua MiliQ para obtener
stocks 100 uM. Estas a su vez, fueron diluidas a concentracion 400 nM en una disolucién
buffer de potasio cacodilato (60mM, pH=7.4) y a continuacion fueron tratadas para
formar las estructuras G4 por calentamiento a 95 °C durante 5 minutos en ausencia de
luz, seguido de enfriamiento lento a temperatura ambiente y posteriormente se

mantuvieron en nevera a 4°C durante toda la noche protegidos de la luz con papel de plata.

Los experimentos se llevaron a cabo en 96 platos con un volumen total de 30 pl.
La concentracion final de los oligonucle6tidos fue 200 nM. EI compuesto de estudio fue

previamente disuelto en DMSO para dar concentraciones Stock 1 mM. Estas fueron

144 Reichmann, M. E.; Rice, S. A.; Thomas C. A.; Doty, P. J. Am. Chem. Soc., 1954, 76, 3047—
3053.
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diluidas a 60 mM usando el buffer de potasio cacodilato, y afiadido para obtener una

concentracion final de 1 uM (con un porcentaje total de DMSO alrededor de 0.1%).

La rampa de temperaturas programada fue puesta con un incremento de 1 grado
cada 30 segundos comenzando en 25 grados hasta alcanzar los 95 grados, y las medidas
se adquirieron después de cada paso. Para comparar los resultados estos fueron

normalizados (de 0 a 1). Las medidas se realizaron por duplicado.

5,5 Estudios de la interaccibn mediante técnicas
espectroscopicas

5.5.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible.

Los espectros UV-VIS fueron recogidos en un espectrofotdmetro Jasco V-650 y
en un espectrofotometro PerkinElmer LAMBDA 35 de doble haz, equipado con un
controlador de temperatura Peltier, y usando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo en una disolucion buffer de 100 mM de
KCl'y 50 mM Tris-HCI a pH=7.5.

Los oligonucleétidos se disolvieron en agua Mili-Q para obtener una disolucién
Stock de los mismos 100 uM. Luego, esta fue diluida usando el Buffer 50 mM Tris-HCI/
100 mM KCI (pH=7.4) hasta obtener la concentracion deseada. Todos los
oligonucleotidos alcanzaron su estructura secundaria por calentamiento a 90 °C durante
5 minutos y posterior enfriamiento a temperatura ambiente. El ct-DNA fue diluido usando
Buffer 50 mM Tris-HCI/ 100 mM KCI (pH=7.4) y se emple0 si necesidad de mayor

tratamiento.

Los espectros de absorcion de UV-VIS se recogieron a 25 °C. Las valoraciones se
Ilevaron a cabo afiadiendo cantidades crecientes de DNA (ct-DNA o G4) a una disolucion
constante del metalociclo de platino. Para asegurarse que durante la valoracion la
concentracion del metalociclo de platino permanecia inalterada, para cada adicion de la
disolucion de ADN se afiadia el mismo volumen de una disolucion del metalociclo de

platino el doble de concentrada.

Los valores de la constante se obtuvieron mediante el ajuste de los datos
empleando la ecuacion [DNA]/|ea-ef = [DNA]/|ep-g| + 1/(|ep-ef X Kbp),® donde &, -
Aobservada/ [Pt-box], b es el coeficiente de extincion molar del ADN unido al metalociclo

de platino y &f es el coeficiente de extincion molar del metalociclo de platino libre
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determinado por la curva de calibracion del metalociclo de platino aislado en disolucién

acuosa, siguiendo la ley de Lambert-Beer.
5.5.2 Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular fueron recogidos en un Chirascan™ CD (by
AppliedPhotophisics) usando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso dptico a 25 °C con los
siguientes parametros: rango 600-200 nm, ancho de banda: 1.0 nm, tiempo por punto: 0.5
s, repeticiones: 4. Las valoraciones se llevaron a cabo afiadiendo cantidades crecientes de
la Stock del metalociclo de Pt a una disolucion de ADN/G4 de concentracion constante.
Para asegurarse que durante la valoracion la concentracion del DNA/G4 permanecia
inalterada, para cada adicion de la disolucion de metalociclo de platino se afiadia el mismo

volumen de una disolucién del DNA/G4 el doble de concentrada.
5.5.3 Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia fueron recogidos en Fluoromax Plus-P (by Horiba

Scientific).

La valoracion se llevo a cabo afiadiendo cantidades crecientes de ADN (ct-DNA
0 G4) a una disolucion constante del metalociclo de platino. Para asegurarse que durante
la valoracion la concentracion del metalociclo de platino permanecia inalterada, para cada
adicion de la disolucion de ADN se afiadia el mismo volumen de una disolucion del

metalociclo de platino el doble de concentrada.
5.5.4 Tiempo de vida media

La determinacién del tiempo de vida media se llevé a cabo empleando un nanoled

que irradia a 370+10 nm (modelo: Horiba Nanoled N-370 (amplitud del pulso: 1.2 ns)).

Las medidas de tiempo de vida (TCSPC) se llevaron a cabo en un equipo
Fluoromax-4 equipado con un controlador SPC (FluoroHub, Horiba Jobin Yvon). La
fuente de emision seleccionada fue un Nanoled Horiba N-370 (pulso < 1.2 ns). Como
prompt se empled una dilucién al 0.01% de silica coloidal Ludox AS40 en agua. Los
datos obtenidos se ajustaron usando metodos de minimos cuadrados con el software de

analisis de la descomposicion de la fluorescencia DAS6.
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5.5.5 Rendimiento cuantico

Los espectros UV-vis se recogieron en un espectrofotometro PerkinElmer

LAMBDA vy Jasco V-650 empleando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptimo

Los espectros de fluorescencia en un espectrofluorémetro Fluoromax-4 (Kyoto,
Japdn). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente seleccionando las rendijas
de emision y excitacion que se corresponderian con los maximos de los compuestos

analizados.

Los espectros de emision y absorcion se obtuvieron para las muestras del ligando
L13 y el metalociclo M13 en un rango de concentraciones de 0.2-5 pM, donde la

absorcion se sitta entre 0.01 y 0.08.

El rendimiento cuantico se determind empleando sulfato de quinina como

referencia (con or = 0.55 a Aexc=365 nm and Aexc=451 nm).
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