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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

MLCT: transferencia de carga del ligando al metal (del inglés, metal-to-ligand charge transfer)
IL: intraligando

v-UV: visible-ultra violeta

H-RMN: espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton.
C-RMN: espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono
FTIR: Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier

DCM: diclorometano

ACN: acetonitrilo

THF: tetrahidrofurano

MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO: dimetilsulféxido

TBE: Tris, borato y EDTA

OTf: tiflurometansulfonato

I1Cs0: concentracion inhibitoria maxima media
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Summary

This work describes the development of a new variety of luminescent rhenium(l) complexes of the
type fac-[Re(NN)(CO);L]™ where NN represents a phenanthroline derivative and L is either a pyridine
derivative or an acetonitrile molecule (n = 1) or either a chloride or a triflate (n=0), suitable for
specific cell imaging and whose modified photophysical properties overcome some of the problems
associated with traditional imaging agents.

Specifically, the successful synthesis and photophysical studies of a series neutral Re(l) species such
as fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);Cl], fac-[Re(2,9-(CHO),-Phen)(CO);Cl] and fac-[Re(2,9-(CH,OH),-
Phen)(CO)sCl] are presented. Moreover, activation of those species by an abstraction or substitution
reaction of the halide for a labile ligand is described. Then, the synthesis of a thiol selective precursor
was achieved by substitution of the activated ligand for a 3-hydroxymethyl-pyridine affording the
complex fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);(3-CH,0H-Py)]*. Besides to its full characterization, its
crystalline structure is also discussed. Furthermore, the attempt to transform this species into the
thiol selective agent fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);(3-CH,CI-Py)]" is also reported. Moreover, attempts
to synthesize fac-[Re(2,9-(CHO),-Phen)(CO);(3-CH,0H-Py)]" and fac-[Re(2,9-(CH,0H),-Phen)(CO)s(3-
CH,CI-Py)]" are also included.

Photophysical studies were performed for species fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);Cl], fac-[Re(2,9-
(CHO),-Phen)(CO)5Cl] and fac-[Re(2,9-(CH,0H),-Phen)(CO);Cl] and fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);(3-
CH,0H-Py)]* by UV visible and fluorescence spectroscopy.

Eventually, cytotoxicity of fac-[Re(2,9-(Me),-Phen)(CO);(3-CH,0H-Py)]* in human adenocarcinoma
cervical cancer cells, Hela cells, was analyzed as well as its DNA interaction behavior. In addition to
those studies, fluorescent microscopy was also performed to validate fac-[Re(2,9-(Me),-
Phen)(CO);(3-CH,0OH-Py)]" as a potential contrast agent.

These results succeed to demonstrate the promising future of this new class of imaging probes and
therefore, this work represents the initial step in the growing area of the development of transition
metal based imaging agents.
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Resumen

Este trabajo describe el disefio y la sintesis de una nueva familia de complejos luminiscentes de renio
(1) del tipo fac-[Re(NN)(CO);L]™, donde NN representa un derivado de fenantrolina y L es, o bien un
derivado de piridina o acetonitrilo (n=1), o bien un cloruro o triflato (n=0), con potencial aplicacion
en imagen celular y cuyas propiedades fotofisicas superan algunos de los problemas asociados con
los agentes tradicionales de imagen.

En concreto, se presentan la sintesis y los estudios fotofisicos de una serie de especies neutras de
Re(l) como son el fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);Cl], fac-[Re(2,9(CHO),-Phen)(CO);Cl] y fac-[Re(2,
9(CH,0H),-Phen)(CO);Cl]. Ademas, se describe la activacion de estas especies por abstraccidon o
reaccion de sustitucién del haluro por un ligando mas labil. Por ultimo, también se describe la sintesis
de complejo fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(C0O);(3-CH,OH-Py)]*, que se logré mediante la sustitucién del
ligando activado (OTf) en el compuesto fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);(OTf)] por 3-hidroximetil-
piridina. Ademas de su caracterizacién completa, se analizé su estructura cristalina por difraccién de
rayos X. Por otra parte, se recoge también el intento de transformar esta especie en su analogo fac-
[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);(3-CH,CI-Py)]’, la cual deberia de ser un complejo con afinidad a reaccionar
con tiolatos. Igualmente se describen los intentos de las sintesis de fac-[Re(2,9(CHO),-Phen)(CO);(3-
CH,0H-Py)]" y fac-[Re(2,9(CH,0H),-Phen)(C0O);(3-CH,CI-Py)]".

Se realizaron los estudios fotofisicos de las especies fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);Cl], fac-
[Re(2,9(CHO),-Phen)(CO);Cl], fac-[Re (2,9(CH,0OH),-Phen)(CO);Cl] y fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO)s(3-
CH,0OH-Py)]* por espectroscopia de fluorescencia y visible-UV.

Finalmente, se analizé la citotoxicidad de fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);(3-CH,0H-Py)]" en células
humanas de adenocarcinoma de céncer de cérvix, células Hela, asi como su interaccidon con el ADN.
Ademas de estos estudios, también se utilizd la microscopia fluorescencia para validar éste
compuesto como un potencial agente de contraste.

Estos resultados demuestran el futuro prometedor de esta nueva clase de compuestos como agentes
de imagen y, por lo tanto, este trabajo representa un paso adelante en la creciente area del
desarrollo de agentes de imagen basados en metales de transicidn.
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1. Introduccion

Uno de los objetivos mas importantes de la medicina es la éptima deteccion de biomoléculas
individuales, componentes celulares y otras entidades bioldgicas. La microscopia de fluorescencia es
una técnica muy potente de alta resolucién en imagen celular que la hace especialmente util en el
seguimiento de fdrmacos y diagndstico.

Tradicionalmente se han utilizado colorantes organicos que permitian la tincién especifica de tejidos
celulares y mostraban preferencia por algunos organulos intracelulares en particular, permitiendo su
visualizacidn. Algunos de los primeros compuestos orgdnicos utilizados son el verde de malaquita y el
azul de Coomassie, que fueron posteriormente ampliados por el uso de colorantes fluorescentes
como la fluoresceina y la rodamina para intentar mejorar la sensibilidad, figura 1.

HO 0 O  H,N 0 NH,
O O
! COOH l

Figura 1. Representacidon de fluoresceina (izq.) y rodamina (drcha.).

Generalmente los compuestos orgdnicos presentan una serie de caracteristicas comunes dentro de
sus propiedades fotofisicas como por ejemplo el pequefio desplazamiento de Stokes (diferencia
entre los maximos de la longitud de onda entre la luz absorbida y la luz emitida) y tiempos vida
media del estado excitado cortos, que pueden generar problemas a la hora de ser utilizados como
agentes de visualizacién celular. Esto, junto con los avances tecnoldgicos y la necesidad de
informacidn mas especifica sobre los procesos bioldgicos, ha llevado al desarrollo de nuevos agentes
bioldgicos luminiscentes dentro de los cuales se encuentran los puntos cudnticos y los complejos de
metales de transicion y de lantanidos.*

En particular, los complejos de metales de transicién d® tienen unas caracteristicas excepcionales
como fluordforos y ofrecen claras ventajas frente a los colorantes orgdnicos tradicionales: son
fotoestables, tienen grandes desplazamientos de Stokes, longitudes de onda de excitacion
generalmente superiores a 400 nm y tiempos de vida media largos, lo que permite que puedan ser
utilizados en técnicas de visualizacion dependientes del tiempo (time gating tecniques)’. Teniendo en
cuenta la simplicidad de la quimica de los compuestos de coordinacién de los metales de transicién
con respecto a los lantanidos, cabe pensar en los compuestos de metales de transicion como el
objetivo a seguir.

Las propiedades fotofisicas ideales para que una especie pueda ser utilizada en visualizacion celular
son: (a) Alta penetracién en el tejido irradiado; las especies deben ser capaces de ser excitadas y
emitir en longitudes de onda que puedan transmitirse a través del tejido a visualizar. Las radiaciones
en el drea del UV tienen baja capacidad de penetracion y también puede causar dafio al tejido,
mientras que aquellas desplazadas a menor energia como las infrarrojas cercanas (NIR) muestran
una mayor penetracidon y transmision en el tejido. (b) Desplazamientos de Stokes grandes; el
desplazamiento de Stokes tiene una doble importancia: para prevenir la auto-desactivacion o self
qguenching (es decir, la re-absorcion de la luz emitida por los fluoréforos vecinos); y para distinguir la
emision del fluoréforo de la autofluorescencia.®> Normalmente, los desplazamientos de Stokes de
autofluorescencia son pequerios (decenas de nm) y los grandes desplazamientos de Stokes de los
fluoréforos permiten filtrar la autofluorescencia sin perder intensidad de la sefial. (c) Tiempos de vida
largos; el tiempo de vida de la luminiscencia, T, también se puede utilizar para distinguir la sefal
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deseada de la autofluorescencia. La mayor parte de la autofluorescencia es de corta duracidn (10 ns),
mientras que algunos fluoroforos metalicos pueden tener tiempos de vida que van desde los 100 ns a
ms por lo que es factible utilizar técnicas dependientes del tiempo para poder visualizar las
muestras.*

El diagrama de Jablonsky de la figura 2 muestra esquematicamente los pasos necesarios para que se
produzca una emisidn de luz por fluorescencia y fosforescencia. Si la emisién se produce desde un
estado singlete se llamara fluorescencia y desde uno triplete es conocida como fosforescencia. La
ventaja que ofrece la fosforescencia con respecto a la fluorescencia es que se trata de una transicion
prohibida por las reglas de Laporte” con lo que tendra un tiempo de vida mas largo y desplazamiento
de Stokes mayores, propiedades altamente deseables para el disefio de agentes de visualizacion
celular. Ademads, para que este proceso de fosforescencia ocurra se necesita que se produzca un
proceso de entrecruzamiento de sistemas efectivo entre los orbitales del estado excitado singlete y
triplete, el cual se dard con mas facilidad en aquellas moléculas que contiene atomos pesados, por
los que los complejos de metales de transicidon o lantdnidos son ideales.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski.

Aparte de las propiedades fotofisicas citadas es conveniente que los agentes de imagen celular
cumplan también una serie de premisas como son: (a) Alta estabilidad y solubilidad; ademas de tener
fotoestabilidad deben de ser estables y solubles en el medio de estudio. (b) Baja toxicidad; no deben
ser toxicos para el organismo, al menos durante el transcurso del experimento. Tampoco deben
presentar fototoxicidad. (c) Facil penetracion; deben ser absorbidos en el interior de las células,
preferiblemente sin necesidad de afiadir ningln agente quimico para mejorar la permeabilidad de la
membrana celular o el uso de electropermeabilizacién ya que éstos pueden interferir en el proceso
natural que se esté estudiando. (d) Localizacién especifica; deben de mostrar una localizacidn
preferente por algin organulo celular, o ser facilmente adaptables por bioconjugacién para que
adquieran esa afinidad.

La figura 3 muestra algunos ejemplos de complejos de metales de transicion d° que cumplen muchas
de las premisas comentadas para ser candidatos perfectos como agentes de imagen. Todos ellos han
demostrado en los ultimos afios su gran capacidad como agentes de contraste.
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Figura 3. Ejemplos de complejos metalicos d® que han sido utilizados en visualizacién celular.®

En particular, los derivados de Re(l) del tipo fac-[Re(CO);(NN)X]*, donde NN representa un ligando
guelato tipo bipiridina y X un derivado de piridina, ofrecen una caracteristica Unica a todos ellos, la
facilidad de modular independientemente las propiedades luminiscentes y las bioldgicas.
Modificaciones en el ligando quelato afectaran fundamentalmente a las propiedades emisoras del
compuesto ya que la luminiscencia en estos compuestos es debida a una transferencia de carga del
ligando al metal (MLCT) donde los orbitales del ligando implicado son principalmente los ligando
quelato. De esta forma se deja libre el derivado de piridina para poder introducir grupos que
permitan las modificaciones deseadas de las propiedades bioldgicas. Un ejemplo de ello es el
compuesto luminiscente fac-[Re(bipy)(CO);(3-CH,CI-Py)]" publicado por Coogan y colaboradores, que
tiene una afinidad especifica por la mitocondria, donde la concentracion de grupos tioles es elevada,
gracias a la introduccién de un cloruro de alquilo en el anillo piridinico.” Este grupo es conocido por
tener una gran afinidad por reaccionar con grupos tioles, siendo asi utilizado como motor para
modular la especificidad de este compuesto en las células. La figura 4 muestra el experimento de
colocalizacién, en el que las células son incubadas simultdneamente con el derivado Re(l) y un
fluoréforo comercial, disefiado especificamente para visualizar la mitocondria. Cada uno de los
fluoréforos es excitado a una longitud de onda distinta por lo que pueden visualizarse por separado
(A y B). Como se puede observar en la superposicion de imagenes (C) los dos compuestos tienen
afinidad por el mismo organulo, es decir, la mitocondria. Esta se presenta como una diana bioldgica
muy atractiva por su papel biolégico en generacién de energia, en los ciclos de division y en la
muerte celular. Su deteccidn y entendimiento de los procesos bioldgicos que en ella se desarrollan
con una mayor profundidad es de vital importancia a la hora de disefar, por ejemplo, nuevos agentes
antitumorales. Por ello cada vez mas este organulo se despunta como un objetivo a seguir para
muchos grupos de investigacion.

Mexc:405nm A :543nm  Superposicion AN Cl ¢mmm Afinidad para
| reacionar con

grupos tioles
N N
; . , 7 N\
Complejo de Re(l): Azul, TMRE (tinte comercial L L

selectivo de mitocondrias): Rojo

Figura 4. Experimento de colocalizaciéon
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2. Objetivos

Teniendo en cuenta el reciente impacto de los complejos de Re(l) en imagen celular como agentes de
contraste debido a sus excelente propiedades luminiscentes, este trabajo se centrara en la sintesis de
nuevos derivados de Re(l)que puedan servir para ampliar la libreria de agentes de contraste,
haciendo prioritaria la mitocondria como diana bioldgica. Los objetivos marcados son los siguientes.

1. Preparacion de diferentes complejos de Re(l) del tipo fac-[Re(CO)3(NN)CI], donde NN representa
distintos derivados de fenantrolina.

2. Sintesis de las especies activadas de Re(l) del tipo fac-[Re(CO);(NN)X] donde NN representa
distintos derivados de fenantrolina y X o bien una molécula de acetonitrilo o un grupo triflato.

3. Sintesis de las especies catidnicas de Re(l) del tipo fac-[Re(CO);(NN)X]*, donde NN representa
distintos derivados de fenantrolina y X el derivado de piridina, 3-hidroximetilpiridina.

4. Transformacion de los grupos alcoholes en los cloruros de alquilo correspondientes para potenciar
la selectividad hacia la mitocondria.

5. Caracterizacién de los complejos obtenidos mediantes las técnicas espectroscépicas habituales de
resonancia magnética nuclear, infrarrojo y espectrometria de masas. En los casos que sea posible se
realizard el estudio de la estructura por difraccidn de rayos X.

6. Estudio y andlisis de las propiedades luminiscentes. En primer lugar se estudiaran los espectros v-
UV y, posteriormente, de los espectros de emision de los complejos, haciendo hincapié en la posible
influencia de los distintos sustituyentes del derivado de fenantrolina.

7. Estudio de la actividad bioldgica de la especies de Re(l) seleccionada, especificamente se estudiara
la citotoxicidad, la interaccién con el DNA y su actividad como agente de contraste en células Hela de
adenocarcinoma de cérvix.
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3. Resultados y discusion

Para la realizacion de este trabajo se han elegido tres derivados de fenantrolina donde la Unica
diferencia son los sustituyentes R, siendo asi R un grupo metilo, aldehido o metil-alcohol y que a
partir de ahora seran nombrados como L1, L2 y L3 respectivamente, figura 5. Lo que se pretende con
estos tres sistemas es ver el efecto que este puede tener las sobre propiedades luminiscentes y/o
bioactividad y asi encontrar aquel sistema mejor se ajuste para poder ser utilizado como agente de
contraste.

HOH,C CH,OH

2,9-dimetil-1,10-fenantrolina 1,10-fenantrolina-2,9-dicarbaldehido  1,10-fenantrolina-2,9-dimetanol
L1 L2 L3

Figura 5. Derivados de fenantrolina L1, L2 y L3.

3.1. Sintesis de compuestos de Re(l):

A modo de ejemplo, la figura 6 muestra la ruta sintética que sera seguida para la obtencién del
derivado de cloruro de alquilo. Esta es la cominmente seguida para la sintesis de compuestos del
tipo fac-[Re(CO)3;(NN)L]*, donde NN representa un ligando quelato de tipo fenantrolina y L un
derivado de piridina. Implica en primer lugar la sustitucién de dos grupos carbonilo por un ligando
quelato como el derivado de la fenantrolina, en segundo lugar la activacion del complejo mediante
abstraccion o sustitucion del cloro por un ligando mas Iabil, en tercer lugar la sustitucion del ligando
activado por 3-hidroximetilpiridina y, por ultimo, la transformacién del grupo metil alcohol por
cloruro de alquilo para obtener el compuesto final.?

Cl

R = CHa, CHO, 0 CH,OH
A = CH4CN o CF5SO0;

Figura 6. Ruta sintética para la sintesis de los complejos de Re(l).

3.1.1. Sintesis de las especies neutras de Re(l)

El compuesto fac-Re(L1)(CO);Cl, 1, sintetizado previamente por Campagna y colaboradores, se ha
preparado haciendo reaccionar Re(CO)sCl en tolueno con 1.1 equivalente de L1.° El compuesto
deseado fue obtenido después de 1 hora de calentamiento a reflujo bajo atmadsfera inerte, en la que

9
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el producto deseado precipitd como un sélido amarillo con un rendimiento del 87%. Este compuesto
solo ha sido caracterizado por *H-RMN e IR ya que su completo andlisis y coinciden con los ya
publicados.’ Los compuestos fac-Re(L2)(CO)sCl, 2, y fac-Re(L3)(CO);Cl, 3, fueron obtenidos de forma
similar al compuesto 1, pero utilizando el ligando L2 y L3, respectivamente en lugar de L1, figura 7. En
este caso ambos se obtuvieron con un excelente rendimiento del 97%. En el primer caso se observd
un cambio en el color de la disolucién, de naranja a rojo obteniéndose finalmente un sélido rojizo. En
el segundo caso, el cambio de color fue de amarillo palo a amarillo intenso y se obtuvo un sdlido
amarillo. En ambos casos se observé en los espectros de *H-RMN un desplazamiento del el protén 4
del derivado de fenantrolina a campo bajo con respecto al ligando sin coordinar indicando la
coordinacién del ligando quelato al centro metdlico, figura 8. Esto también se observa en los
espectros de >C-RMN, donde en el caso del complejo 3 el carbono 4 aparece a 140 ppm, figura 9.
Ademas se observan dos sefiales pertenecientes a los carbono carbonilicos a 197 cm™ y 188 cm™
mostrando asi su distinto entorno quimico (ecuatorial y apical), ver figura 9. Por otro lado,
espectroscopia infrarroja muestra perfectamente las dos sefiales caracteristicas del grupo carbonilo a
2020 cm™, 1888 cm™ para el compuesto 2 y a 2018 cm™, 1881 cm™ para el compuesto 3, sugiriendo
su disposicion facial.

Re(CO)sCl —— »
R=CHO = 2
R=CH,0OH = 3

i: L2 0 L3, tolueno, reflujo, 1h

Figura 7. Via de sintesis de los compuestos 2 y 3.
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Figura 8. Espectro de *H-RMN para el complejo 3
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f1 (ppm)

Figura 9. Espectro de *C-RMN para el complejo 3

3.1.2. Sintesis de las especies activadas

El siguiente paso en la sintesis es la abstraccion o sustitucion del haluro con el fin de llegar al
complejo final via un complejo activado. Una primera ruta seguida para la de sintesis del complejo
activado es la utilizacién de 4cido triflico por la que se consiguid preparar el compuesto fac-
Re(L1)(CO);CFsS0O;, 4, Figura 10. Especificamente, en esta reaccién se realizdé haciendo reaccionar
compuesto 1 con 10.5 equivalentes de acido trifluoromentansulfénico afiadidos gota a gota en
diclorometano, formandose una disoluciéon amarilla. Tras 45 minutos agitando vigorosamente, se
afiadio éter gota a gota por medio de un embudo de adicidon para conseguir la precipitacién del
sélido deseado, con un color amarillo mas tenue que su predecesor y con un 60% de rendimiento. El
espectro de "H-RMN muestra el desplazamiento esperado de los protones de 8.34, 7.86, 7.75 y 3.35
ppm a 8.50, 7.98, 7.87 y 3.38 ppm, figura 11, lo que concuerda con los desplazamientos quimicos
observados para compuestos similares.™

cl CF3S0;

l \
Ri(CO)s Ri(CO)s

i: CF3S0,H, DCM

Figura 10. Via de abstraccién del haluro para obtener el compuesto 4.
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Figura 11. Espectro ‘*H-RMN del compuesto 4.

Se siguié la misma via para la abstraccion del haluro en el caso del compuesto 2. Tras intentar
precipitar con éter sélo se consiguié un aceite marrén oscuro, que se deseché tras comprobar por *H-
RMN que era producto de descomposicion. En este punto se optd por una segunda ruta para obtener
el compuesto 2, que consistio en utilizar tetrafluoroborato de plata por la gran afinidad de la plata a
unirse a iones cloruro. La reaccién se llevd a cabo calentando los dos reactivos a reflujo en una
disolucién de acetonitrilo y en ausencia de luz, debido a la fotosensibilidad de las sales de plata. Una
molécula de este disolvente coordinante ocupd la vacante que dejé el cloro y se obtuvo el
compuesto fac-[Re((L2)(CO);CH3CN](BF,), 5, figura 12. A lo largo de la reaccién se observo la
aparicién de un sélido blanco (AgCl) en la disolucion, la cual pasé de color rojo a anaranjado. Para
aislar el producto deseado se filtré primero el cloruro de plata sobre tierra de diatomeas. Después se
elimind el disolvente por evaporacidon y se afiadié una pequena cantidad de acetonitrilo para
redisolver el producto deseado y forzar la precipitacion de restos de cloruro de plata que pudiesen
quedar. Este proceso se repitid varias veces hasta que finalmente con la adiccion de éter a la
disolucién de acetonitrilo se consiguié precipitar el compuesto 5, como un sélido anaranjado y con
un rendimiento del 34%. Por espectroscopia infrarroja se observa el cambio esperado para la
transformacion de un compuesto neutro en una especie catidnica, en concreto v(CO) se desplazoé de
2020, 1888 cm™ a 2037, 1913 cm™ mostrando asi como menor densidad de carga que posee el metal
provoca una menor retrodonacién al orbital 7t~ del carbonilo y consecuentemente un enlace CO mas
fuerte.
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CF3S0,

| (BF4)
i1: CF3SO3H, DCM

ip: BF4Ag, ACN

Figura 12. Via de la abstraccidon del haluro para obtener el compuesto 5.

Debido a los problemas para seguir la primera via de abstraccién del haluro con el compuesto 2, se
optd directamente por la segunda via para obtener el compuesto fac-[Re(L3)(CO);CH;CN](BF,), 6, a
partir del compuesto 3, procediendo de la misma forma, es decir, utilizando AgBF,. Finalmente se
obtuvo un sélido amarillo, con un rendimiento del 65%. Una vez mas se observa el desplazamiento
caracteristico en espectroscopia infrarroja de los ligandos carbonilo para especies catidnicas, v (CO),
pasando de 2018, 1881 cm™ a 2030, 1932 cm™ lo que demuestra que la reaccién ha transcurrido con
éxito.

3.1.3. Sintesis la especie catidnica de Re(l)

Para la obtencion del derivado de piridina fac-[Re(L1)(CO)sPyCH,OH](CF;SOs), 7, a partir del
compuesto 4, se disolvid éste en diclorometano junto con 10 equivalentes de 3-hidroximetilpiridina,
gue se mantuvo agitando durante 24 horas, a temperatura ambiente y en atmdsfera de argon, figura
13. Durante ese tiempo el color de la mezcla de reaccién pasé de ser amarilla a rojiza. Finalmente el
compuesto 7 fue obtenido por precipitacion tras la adicién de eter (rendimiento del 73%). En este
caso, se observa en el espectro "H-RMN como la sefial perteneciente a los protones metilenos CH,
pasan de un desplazamiento quimico de 4.6 ppm a 4.3 ppm tras la coordinacion de ese ligando al
centro metdlico, figura 14. Asi mismo la figura 15 muestras el espectro de C-RMN donde
nuevamente se ven las dos sefiales pertenecientes a los carbonos carbonilicos ecuatoriales y axiales a
195 ppm y 191 ppm respectivamente asi como los carbonos 2 y 6 de ligando piridinico que se
desplazan a un desplazamiento quimico mayor de 150 ppm, demostrando asi la coordinacién de este
fragmento al centro metalico.

CF,3S0;4 ° | Ny~ "OH
\
Re(CO),

\

_| (CF3805)
i: 3-OHPy, DCM

Figura 13. Via de sintesis para el compuesto 7.
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En un primer intento por preparar las especies cationicas fac-[Re((L2)(CO)sPyCH,OH](BF,), 8, y fac-
[Re((L3)(CO); PyCH,OH](BF,), 9, a partir de los compuestos 5 y 6, respectivamente, se utilizé el mismo
procedimiento que para la sintesis del compuesto 7, pero lamentablemente no se pudieron obtener
debido a la poca solubilidad en de los reactivos de partida en DCM. Por ello, para la preparacion del
compuesto 8, se optd en primer lugar por utilizar tetrahidrofurano como disolvente y 5 equivalentes
de 3-hidroximetilpiridina. La reaccién se siguié por 'H-RMN y mostré que tampoco se estaba
produciendo la reaccion, una vez mas posiblemente debido a la baja solubilidad del compuesto 5 en
THF. Por ello se decidid utilizar metanol como disolvente, obteniéndose en este caso una disolucion
naranja oscuro que se mantuvo agitando durante 24h a temperatura ambiente. Después de ese
tiempo de reaccidn, se precipitd un sélido marrén con la adicién de éter. Lamentablemente su
analisis por espectroscopia de 1H-RMN no mostrdé ninguna seiial caracteristica que indicase la
coordinacién del derivado piridinico.

En el caso de la sintesis del compuesto 9, se opta también por usar tetrahidrofurano como
disolvente, pero esta vez calentando a 65 °C durante 24h. Tras la adicion de éter se obtiene un aceite
marrdon oscuro el cual se desechd tras comprobar por espectroscopia de RMN de H que eran
productos de descomposicion.

Debido a los problemas para obtener los compuestos 8 y 9, se propuso otra via de sintesis que
consistia en hacer reaccionar trifluorometanosulfonato de plata con 3-hidroximetilpiridina para
formar una sal de plata que, tras ser aislada, se haria reaccionar directamente con las especies
neutras sin activar 1, 2 y 3. Para comprobar su viabilidad se probd en primer lugar con el compuesto
1, ya que por lo visto hasta ahora parece que es el mas sencillo de manejar. Sin embargo, el espectro
de 'H-RMN no mostré la obtencién del compuesto final 7, por lo que no se siguid con este
procedimiento.

3.1.4. Sintesis de los derivados de cloruro de alquil-piridina de Re(l)

Para la obtencion del derivado de piridina fac-[Re(L1)(CO);PyCH,CI](CFsSO;), 10, figura 16, se
utilizaron 30 mg del compuesto 7, al que se afiadié gota a gota 1 ml de cloruro de tionilo,
obteniéndose una disolucidn rojiza que se mantuvo 24 horas agitando bajo atmédsfera de argén. La
disolucién se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié gota a gota una disolucién acuosa de
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio mientras se agitaba vigorosamente hasta obtener un
precipitado amarillo anaranjado que se filtr6 y lavd con agua. Por espectrometria de masas se
observa el pico que corresponde con el del ion molecular lo que indica que efectivamente el
compuesto deseado se ha formado. Sin embargo se necesita trabajar sobre las condiciones de
reaccién para obtener un rendimiento suficiente que permita aislar el producto deseado ya que
como se ha observado por espectroscopia de 1H-RMN este se forma en menor porcentaje junto con
producto de descomposicién.

— . — 4
SR OH 5| A Cl
6' N/ 2 iq 6 N/ 2
| —_— . | is: SOClIy, Ar.

i2: N(BU)4PF6, 0°.

_J (CF3S03)

Figura 16. Via de sintesis del compuesto 10 a partir del compuesto 7.

15



Compuestos luminiscentes de Re(l) con aplicaciones en bioimagen

3.2.  Estudio de difraccién de rayos X

Se obtuvieron monocristales del compuesto 7 adecuados para su analisis por difraccién de rayos X
mediante difusion lenta en diclorometano/éter. La tabla 1 muestra un resumen de los datos
cristalograficos mads significativos. Como era de esperar, la esfera de coordinacidon del metal se
describe como un octaedro distorsionado donde los grupos carbonilo adoptan una distribucién facial.
El plano ecuatorial esta formado por el ligando quelato de tipo fenantrolina y dos carbonilos, figura
17. El tercer carbonilo y el derivado de piridina ocupan el plano axial. Los angulos y distancias de
enlace seleccionados se muestras en la tabla 2. La desviacidn de la geometria octaédrica ideal se
origina bdsicamente por las restricciones geométricas del ligando quelato, con angulos quelato de
N3-Rel-N2 = 76.1(1), en lugar de los 90° ideales. Las distancias de enlace en el centro de renio estan
entre los valores tipicos para compuestos similares, es decir, las distancias Re-C(CO) estan entre
1.917(4) Ay 1.922(4) Ay Re-N(py) es 2.208(3) A."*

Tabla 1. Coleccién de datos para el compuesto 7.

Férmula empirica
Peso molecular
Sistema cristalino
Grupo espacial
Volumen (A%

Z

Ca4H1sN;0,4Re” a(A)
588.09 b (A)
Ortorrémbico c(A)
Pbca a(°)
4965.5(17) B(°)
8 v(°)

18.753(4)
12.788(3)
20.706(4)
90
90
90

Figura 17. Representacion de la estructura del compuesto 7.
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Tabla 2. Distancia de enlace (A) y angulos (°) seleccionados.

Re-C(1) 1.922(4) Re-N(1) 2.208(3) C(1)-0(1) 1.149(5)
Re-C(2) 1.917(4) Re-N(2) 2.209(3) C(2)-0(2) 1.153(5)
Re-C(3) 1.919(4) Re-N(3) 2.189(3) C(3)-0(3) 1.153(5)

N(3)-Re-N(2) 76.1(1)

3.3. Estudio de las propiedades fotofisicas

Los espectros de absorcidon electrdnica de los compuestos 1, 2, 3 y 7 se llevaron a cabo a temperatura
ambiente y en una disolucién de dimetilsulféxido; sus datos espectrales se resumen en la tabla 3
junto con las longitudes maximas de emisidn. De acuerdo con estudios fotofisicos previos realizado
en compuestos analogos de renio (1)** las bandas de absorcién intensa observadas alrededor de 280
nm han sido asignadas a las transiciones intraligando (‘IL)(m = 1 (derivado quelato y el ligando
piridina). Por otro lado, las absorciones observadas en torno a 370 nm se corresponden con las
transiciones de transferencia de carga del metal al ligando (*MLCT)(drt(Re) = 1 (N-N)). Como
ejemplo de espectro de UV-Vis se muestra el obtenido para el complejo 7, figura 18.

Tabla 3. Asignacion de las bandas de absorcion y emision.

Complejo IL, ‘MLCT, *MLCT,

Aas/nm (g/dm*moliecm™)  Aue/nm (e/dm*moliecm™)  Aem/nm (A /nm)
282 (19528) 370 (2575) 610 (425)

284 (13208) 368 (2292) 560 (499)

283 (21244) 372 (2488) 530 (488), 630 (422)
288 (45795) 374 (5000) 557 (400)

NWN R

0.9 -
0.8 -
0.7 A
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -

Absorvancia

0 T T T T
250 350 450 550 650

Longitud de onda A (nm)

Figura 18. Ejemplo de espectro UV del compuesto 7.

Espectroscopia de fluorescencia mostré una banda intensa de emisién para los complejos 1y 7 a 610
nm y 557 nm respectivamente, mientras que el complejo 2 mostré una emision mucho menos
intensa centrada a 560 nm, figura 19. En el caso del compuesto 3 se observa una emisién en funcion
de la longitud de onda de excitacion. Asi pues cuando la muestra se excita a 422 nm la emision
maxima se centra a 630 nm, mientras que se observa a 530 nm cuando la longitud de onda utilizada

17



Compuestos luminiscentes de Re(l) con aplicaciones en bioimagen

es de 488nm. Estas bandas de emisidn han sido asignadas a transiciones de transferencia de carga
que van desde el metal al ligando (*MLCT) y especificamente al ligando quelato: (dri(Re) = @ (N-N))
como sugieren estudios realizados en compuesto similares.” Por ello y como era de esperar, los
diferentes sustituyentes en el anillo quelato afecta drasticamente el maximo de emisién de los
compuestos lo que demuestra la posibilidad que ofrece este tipo de compuestos para modular sus
propiedades fotofisicas.

1.25 1 1.25 —7
610 nm . 557 nm M(exc): 400 nm
1.00 }\'(exc)' 425 nm m 1.00 ( )
=]
d ~
: T
2 0754 8 0754
E 2
e} 2
@ 0.50- £ 0501
g
£
0.25 4 0.254
000 T T T T T T 1 000 T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800 450 500 550 600 650 700
Al nm Alnm

Figura 19. Espectros de emision para los compuestos 1y 7.

3.4. Determinacion de la actividad bioldgica

La actividad bioldgica se ha estudiado para el complejo compuesto 7. Especificamente, se ha
analizado su citotoxicidad utilizando el método MTT, su interaccién con ADN por medio de
electroforesis en un gel de agarosa y por ultimo su comportamiento como agente de contraste en
valiéndose de la técnica de microscopia de fluorescencia.

Para la determinacién de la toxicidad por el método MTT, se sembraron en una placa de 96 pocillos
células Hela (adenocarcinoma de cérvix) en el medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium; 100 ul) y se tuvieron incubando durante 24 horas, a 37°Cy con un 5% en CO,. Se sembraron
en cada pocillo aproximadamente el mismo nuimero de células (15000 células/pocillo
aproximadamente) para que fueran comparables. Por otro lado se prepard una disolucién de stock
2.5 mM del compuesto 7 y a partir de ella 5 cinco disoluciones de concentraciones 2, 20, 100, 200 y
400 puM. Se reservo la primera fila de la placa de 96 pocillos para el control, al cual se afadid solo
medio de cultivo (100 pl) a las células ya incubadas. En las cinco filas siguientes a al control se
afiadieron las distintas disoluciones del compuesto 7 (100 pl por pocillo) obteniéndose una
concentracién final igual a la mitad de la concentracién afiadida de compuesto a estudiar puesto que
cada pozo contiene 100 pl de medio cultivo. Por ultimo; se afadié 200 pl de medio de cultivo a la
séptima fila, en la cual no hay células y asi se utiliz6 como blanco, ver figura 20. El color de los
pocillos es rojizo una vez acabada de preparar el experimento es rojizo debido al rojo de fenol que
contiene el DMEM. Tras 24 horas en cultivo, se visualizaron los distintos pocillos en un microscopio y
se observa un cambio considerable en la morfologia de las células al pasar de los pocillos que
contienen 50 uM a 100 uM, figura 21, lo que es una indicacién de la posible muerte celular.
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Figura 20. Representacion del experimento MTT para compuesto 7 en una placa de 96 pozos. (filas:
A: Control, B-E: distintas concentraciones del compuesto 7, G: Blanco)

Figura 21. De arriba abajo y de izquierda a derecha: control, blanco, 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM,
200 uM

Para la confirmacion de este resultado se afadié a cada pocillo MTT, Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo, se agit6 la placa y se dejd incubando 2 horas adicionales. De
esta forma las células que permanezcan vivas reduciran metabdlicamente al MTT por medio de la
encima mitocondrial succinato-deshidrogenasa produciendo un compuesto coloreado de color
purpura, el formazan, ver figura 22.

@ Succinato desh.
N=N
\@ > ,NH
NN N N
I -N
5 5 N
Br S\/g;

Figura 22. Reduccién mitocondrial del compuesto MTT.

i
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Tras centrifugar durante 10 minutos, se eliminé el medio de cultivo y se afiadid a cada pocillo DMSO
a través de una pipeta multicanal. Por ultimo, se midieron las absorbancias a 490 nm en el lector de
placas, obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 4. La representacion del % de
proliferacién celular frente a la concentracién del compuesto en el pocillo revela el valor del ICs, es
decir la concentracidn necesaria del compuesto 7 para inhibir el crecimiento celular en un 50%, que
en este caso fue de 40 uM, grafica 1. Asi pues, 40 uM del compuesto 7 inhibe la proliferacion celular
de las células Hela en un 50 %.

Tabla 4. Resultados de absorbancia obtenidos en el estudio de citotoxicidad del compuesto 7.

[compuesto 7]eppendort [compuesto 7],qcilo Absorbancia media % de
(uM) (nMm) (A=490nm) proliferacion
0 0 0,969 100
2 1 0,692 71,4
20 10 0,655 67,6
100 50,0 0,433 44,7
200 100 0,176 18,2
400 200 0,139 14,4
100 ¢
90
80 -
70
S
‘s 60 A
o
& 50 -
©
s 40 -
N
30 -
20 -
—
10 -
O T T T 1
0 50 100 150 200

[compuesto 7]pocillo (uM)

Grafica 1. Representacion del ICs,.

Para el analisis de la interaccién con DNA, se preparé un tubo tipo eppendorf estéril (A) con el vector
pPEYFP, que es un vector recombinante de 47000 pares de bases; otro con una mezcla del vector
PEYFP y 2 ul de compuesto 7 (C); y un ultimo con una mezcla del vector pEYFP y 5 ul de compuesto 7
(D). Se dejaron incubando a 37 °C y 5% de CO, durante 3 horas y después se guardaron a 4 °C durante
12 horas.

Para preparar el gel de agarosa se calentaron 0.2 g de agarosa en 30 ml de tampdn TBE, éste se
encargarda de mantener el pH, asi como la estructura del DNA para evitar su degradacién.
Aproximadamente a los 10 minutos se observd como la disolucidn turbia pasd a ser transparente,
sefial de que la agarosa se habia fundido totalmente. Se dejé enfriar hasta temperatura ambiente, se
afiadio SYBR-safe (1:15000), lo que permitid visualizar las bandas durante la electroforesis, y se vertié
sobre el soporte de geles. Se introdujo un peine de 10 pocillos y se dejo enfriar. Posteriormente se
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colocé el gel en el aparato de electroforesis y se afiadié TBE hasta cubrir el gel. Las muestras se
prepararon afiadiéndoles 4 pl de tampdn de carga SB para que se pudieran mantener dentro de sus
correspondientes pocillos (C y D). Por otro lado se prepard un tubo (E) con 2 pl de marcadores de
peso moleculares, el marcador Hindlll, mezclados con 4 pl de tampdn de carga y 4 pl de H,0. Se
cargoé el control (A), las muestras (C y D) y el marcador (D) en cada pocillo y se conecté a la fuente
para realizar la separacién a 90 V, 400 mA, durante 90 minutos, ver figura 20.

La matriz de agarosa funciona como un filtro, separando las moléculas en un campo eléctrico, de
acuerdo al tamano y la carga neta que poseen. En el caso de los dcidos nucleicos, el grupo fosfato es
el responsable por la fuerte carga negativa en condiciones de pH neutro, haciendo que los
fragmentos migren hacia el polo positivo (anodo) durante la electroforesis. Si el compuesto de
estudio se une al vector, se producird una menor migracidon. Los geles se visualizaron en un
transiluminador para observar la migracidon de cada banda. Se observé como la banda de ambas
combinaciones de vector y compuesto 7 estdn en linea con la del vector solo, por lo que no se
produjo unidn al DNA, ver figura 23.

O

A C D E

Figura 23. Imagen del gel proporcionada por el transiluminador. En azul se muestra el control (A), en
rojo las dos muestras (2 ul (C) y 5 pl(D)) y en verde el marcador de pesos moleculares.

Por ultimo, se realizé un experimento de colocalizacién para analizar la posible acumulacion del
compuesto 7 en las células Hela. Para ello se marcaron los nucleos con el colorante comercial
Hoechst 33342. Se sembré una placa de 6 pocillos con células HelLa sobre un cubreobjetos. Tras la
incubacién, se dejé un pocillo de control (solo DMEM) y en otro se afiadieron 4 ul del compuesto 7
(75 uM). Tras 24 horas se recuperaron los cubre con ayuda de unas pinzas y se dejaron secando
sobre papel con la células orientadas hacia el exterior. Tras esto, se afadiod el colorante permeable a
las membranas celulares Hoechst 33342, figura 24. Por su capacidad de tincién de ADN se emplea
para visualizar nucleos excitandolo mediante luz ultravioleta con una longitud de onda cercana a los
350 nm y emitiendo fluorescencia azul/cian con un méaximo de emisién de alrededor de 461 nm.

H H
+N\ N +
HaC ) O-CH,CH
H
Figura 24. Hoechst 33342
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Se colocé el cubreobjetos con las células en direccidn hacia el colorante y se dejo incubar durante
una hora. Las células incubadas se visualizaron por medio de un microscopio de fluorescencia, ver
figura 25. Se observa que el colorante Hoechst 33342 ha teiiido los nucleos de azul, como era de
esperar. Ademas es evidente una coloracidon amarilla difundida por el citoplasma que seria debida al
compuesto 7 lo que implica que el compuesto 7 ha penetrado en la célula. Asi mismo, el compuesto
7 parece tener especificidad por alglin organulo del citoplasma ya que la tincién no es homogénea y
existen puntos en los que ese color amarillo es mds intenso. Por similitud con otros ejemplos
encontrados en la bibliografia, ese patrén granular podria indicar que los orgdnulos de acumulacién
serfan las mitocondrias.* Lamentablemente se necesita un estudio mas en profundidad para poder
asegurar esto, por ejemplo experimentos de co-localizacion especificos para mitocondria.

Figura 25. Imagen tomada mediante microscopia de fluorescencia del experimento de colocalizacién
del compuesto 7 y hoechst.
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4. Parte experimental

4.1. Informacion general

Los espectros de RMN se han realizado a 298 K en un espectrometro Bruker Advance 400 MHz y los
desplazamientos quimicos (6, ppm) se han dado utilizando como referencia los picos residuales del
respectivo disolvente deuterado en cada caso (cloroformo, acetonitrilo, DMSO, diclorometano). Los
estudios de emision y excitacidon se realizaron en un espectrofotometro Jobin-Yvon-Horiba fluorolog
FL3-11 a 298 K y los espectros de absorcidon se realizaron en espectrofotémetro Evolution 600
utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm. Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrémetro
Perkin-Elmer Spectrum 100 FTIR en el rango 4000 — 250 cm™. El andlisis de masas se llevé a cabo en
un espectrometro de masas Bruker Esquire 300 Plus, utilizando la técnica de ionizacién por
electrospray (ESI). Los estudios de la actividad biolédgica se realizaron en condiciones estériles en una
campana de flujo laminar. Se utiliz6 una estufa Jouan IG50 para los cultivos celulares, que se
mantuvo a 37 °Cy 5 % de CO,, y una centrifuga B3.11 de la misma marca. Las placas se visualizaron
en un lector de placas Bio-tek Instrument inc. EL800 Universal Microplate Reader, los geles de
agarosa en un transiluminador Bio-rad mediante el software quantity one y los nucleos celulares en
un microscocopio de fluorescencia directo Nikon Eclipse50i con un total de 1000 aumentos. Por
ultimo, las fotos se realizaron con una camara Nikon digital Dxm1200F conectada al microscopio de
fluorescencia.

4.2. Sintesis de complejos de renio:

4.2.1. Especies neutras de Re(l)

fac-Re(L1)(CO)5CI (1)°

Re(CO)sCl (101 mg, 0.28 mmol) y un exceso 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (64 Re(CO)s
mg, 0.31 mmol) se calentaron a reflujo en tolueno seco (10 ml) durante 1
hora en atmodsfera de argodn. El precipitado formado se filtré y lavd con
tolueno, obteniéndose el complejo 1 como un sélido amarillo (125 mg, 87%).
'H-RMN (400 MHz, cloroformo-d) 6 8.34 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(4, 7)), 7.86 (s,
2H, CH(5, 6)), 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(3, 8)), 3.35 (s, 6H, CHs). L.y 2016,
1880, 1853 (CO).

fac-Re(L2)(CO)sCl (2) cl

El complejo 2 fue sintetizado siguiendo un proceso similar al utilizado en el
caso del complejo 1 pero utilizando 1,10-fenantrolina-2,9-dicarbaldehido
(72 mg, 0.30 mmol) en lugar de 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina. fac-Re(1,10-
fenantrolina)(CO)5Cl se obtuvo como sélido rojizo (151 mg, 97%). ‘*H-RMN
(400 MHz, Acetonitrilo-d;) 6 10.90 (d, J = 0.8 Hz, 2H, CHO), 8.93 (dd, J = 8.3,
0.8 Hz, 2H, CH(4, 7)), 8.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(3, 8)), 8.27 (s, 2H, CH(5, 6)). Lmax 2020, 1888 (CO).
Masas ESI: [M+Na]* 564.96. La baja solubilidad de este compuesto impidid la obtencién del espectro
de C-RMN
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fac-Re(L3)(CO)sCl (3)

El complejo 3 fue sintetizado siguiendo un proceso similar al utilizado
en el caso del complejo 1 pero partiendo de Re(CO)sCl (150 mg, 0.41
mmol) y utilizando 1,10-fenantrolina-2,9-dimetanol (95 mg, 0.46
mmol) en lugar de 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina. Finalmente el
complejo 3 se obtuvo como sélido amarillo (151 mg, 97%). *H-RMN
(400 MHz, DMSO-d;) 6 8.92 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH(4, 7)), 8.33 (d, J = 8.4
Hz, 2H, CH(3, 10)), 8.24 (s, 2H, CH(5, 6)), 6.40 (t, J = 5.5 Hz, 2H, OH),
5.20 (t, J = 6.0 Hz, 4H, CH,). *C-RMN (DMSO) 6 197.0 (CO.c), 188.1 (CO,y), 166.0 (C(2, 9)), 147.0 (C(4b,
6b)), 140.0 (C(4, 7)), 129.4 (C(4a, 6a)), 127.2 (C(5, 6)), 123.0 (C(3, 8)), 68 (C (CH,)). Lmax 2018, 1881
(CO). Masas ESI: [M+Na]" 568.99.

4.2.2. Especies activadas:

fac-[Re(L1)(CO)sCF5SO; (4)

Acido trifluorometansulfénico (0.27 ml, 3 mmol) se afiadié via canula a una
disolucién del complejo 1 (146 mg, 0.29 mmol) en diclorometano seco (30 ml)
bajo atmdsfera de argdn y agitacién vigorosa. Tras 45 minutos de reaccidn, se
anadié éter gota a gota por medio de un embudo de adiciéon a la mezcla de
reaccion manteniendo la agitacién y la corriente de argon. El sélido amarillo
precipitado se filtrd y lavé con éter (107 mg, 60% rendimiento). *H-RMN (400
MHz, Diclorometano-d,) 6 8.50 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(4, 7)), 7.98 (s, 2H, CH(5,
6)), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(3, 8)), 3.38 (s, 6H, CH3). L 2026, 1930, 1894
(co).

fac-[Re(L2)(CO);CH;CN](BF,) (5)

El complejo 2 (150 mg, 0.28 mmol) y tretrafluoroborato de
plata (59 mg, 0.3 mmol) se disolvieron en acetonitrilo (30 ml)
y se calentaron a 60 °C bajo una atmédsfera de argdn, con
agitacién contante y en ausencia de luz. Después de 48 h, la
mezcla de reaccién dejé enfriar y a continuacion se filtrd
sobre tierra de diatomeas para eliminar el AgCl formado.
Finalmente el disolvente se elimind a vacio obteniéndose un
aceite amarillo que se redisolvié en una pequefia cantidad de
acetonitrilo y se volvio a filtrar sobre tierra de diatomeas para
asegurar que se elimina todo el AgCl. Este procedimiento se repitid una tercera vez. Por ultimo se
afiadio éter para forzar la precipitacién de complejo 5 como sélido anaranjado (60 mg, 35%). ‘*H-RMN
(300 MHz, Acetonitrilo-d;) 6 10.81 (d, J = 0.8 Hz, 2H, CHO), 9.05 (dd, J = 8.4, 0.7 Hz, 2H, CH(4, 7)), 8.52
(d, J=8.3 Hz, 2H, CH(3,8)), 8.36 (s, 2H, CH(5, 6)). Umax 2037, 1913 (CO).

(BF4)

24



Compuestos luminiscentes de Re(l) con aplicaciones en bioimagen

fac-[Re(L3)(CO)sCH5;CN](BF,) (6)

El complejo 6 fue sintetizado siguiendo un proceso similar -
al utilizado en el caso del complejo 5. Finalmente se
obtuvo 6 como un sélido amarillo (118 mg, 65%). *H-RMN
(400 MHz, Acetonitrilo-d3) 6 8.80 (d, J = 8.6 Hz, 2H, CH(4,
7)), 8.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH(3, 8), 8.16 (s, 2H, CH(5, 6)),
5.32 (d, J = 5.4 Hz, 4H, CH,), 4.25 (t, J = 5.5 Hz, 2H, OH),
2.42 (s, 3H, CH3). Umax 2030, 1932 (CO).

L 5 6 | (BF4)
4.2.3. Especie catidnica:
fac-[Re(L1)(CO);PyCH,0H](CF;S03) (7)
fac-[Re(2, 9-dimetil-1, 10-fenantrolina)(CO);CH;CN](CF;S0;) — —
4

(90 mg, 0.14 mmol) y un exceso de 3-hidroximetilpiridina
(15 pl, 1.6 mmol) se agitaron en diclorometano seco (35 ml)
a temperatura ambiente y bajo atmosfera de argdn durante
24 horas. Se eliminé parte del disolvente a vacio y, por
ultimo, se anadio éter para forzar la precipitacion del sélido
rojizo final (77 mg, 73% de rendimiento). "H-Rmn (400 MHz,
diclorometano-d2) 6 8.54 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH(4, 7), 7.99
(d, J = 8.4 Hz, 2H, CH(3, 8)), 7.92 (s, 2H, CH(5 Y 6)), 7.66 (d,
J=8.8 Hz, 2H, CH(2, 6)py), 7.56 (d, J=7.6 Hz, 1H, CH(4)py), L
7.02 (dd, J = 8.1, 5.8 Hz, 1H, CH(5)py), 4.35 (s, 2H, CH,), 3.38

(s, 6H, CHs). >C-RMN (diclorometano-d2) & 196 (CO..), 192 (CO,y), 165 (C(2, 9)), 150 (C(2, 6)Py), 147
(C(4b, 6b)), 142 (C(3)Py), 140 C(4, 7), 138 (C(4)Py), 129 (4a, 6a), 128 (C(3, 8)), 127 (C(5, 6), 126
(C(5)Py), 60 (CH,), 31 (CHs). Lmax 2027, 1912 (CO).

(CF3S03)

4.3. Actividad biolégica

4.3.1. Determinacidn de la toxicidad: Test MTT

Se sembraron 6 filas y 4 columnas de pocillos de fondo plano con células HelLa y 100 pl de medio de
cultivo DMEM vy se dejaron incubando durante 24 horas. Se prepararon 5 disoluciones de distinta
concentracién (2, 20, 100, 200 y 400 uM) del compuesto 7 a partir de una de concentracién Stock
(2.5 mM). Se afiadieron, todo por cuatriplicado, 100 pl de medio de cultivo a la primera fila, fila de
control; 100 pl de cada una de las cinco disoluciones en las filas siguientes; y 200 pl de medio de
cultivo a la séptima fila, fila de blanco. Esta placa se mantuvo en cultivo durante 24 horas. Luego se
afiadié a cada pocillo 10 pl de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol) (5 mg/ml), se agité la
placa y se dejé incubando 2 horas hasta que se observaron los cristales de azul formazan.
Posteriormente se centrifugd 10 minutos a 2500 rpm, se elimind el medio de cultivo por inversion
sobre un papel, se afiadieron a cada pocillo 100 ul de DMSO vy se agitd. Finalmente se midid la
absorbancia a 490 nm en el lector de placas.
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4.3.2. Analisis de la unién al DNA

Se preparan en un tubo tipo eppendorf estéril 10 ul de vector pEYFP (20 pg/ml); en otro 10 ul de
vector pEYFP con 2 pl de compuesto 7; y en un tercero 10 pl de vector pEYFP y 5 pl de compuesto 7.
Se dejan incubando a 37 °C durante 3 horas y después se guardan a 4 °C 24h.

Para preparar el gel de agarosa se funden 0.2 g de agarosa en 30 ml de tampdn TBE. Se atempera la
agarosa, se anade SYBR-safe (1:15000; 2 ul) y se vierte sobre el soporte de geles. Se introduce un
peine de 10 pocillos y se deja enfriar. Posteriormente se coloca en el aparato de electroforesis, se
afade TBE para cubrir el gel. Las muestras se preparan anadiéndoles 4 ul de tampdn de carga SB. Por
otro lado se prepara un tubo eppendorf con 2 pl de marcadores de peso molecular L/Hindlll,
mezclados con 4 ul de tampdn de carga y 8 ul de H,0. Se carga cada muestra y el marcador en
diferentes pocillos y se conecta a la fuente para realizar la separacion a 90 V, 400 mA, durante 90
minutos. Los geles se visualizan en un transiluminador.

4.3.3. Marcaje y visualizacion de nucleos

En una placa de 12 pocillos previamente sembrada con células Hela sobre un cubreobjetos, se
introducen 4 pl del compuesto 7 (75 uM). Se deja un pocillo control al cual no se afiade compuesto 7.
Tras 24 horas, se recupera el cubreobjetos donde se habia depositado el compuesto 7 con pinzas y se
deja secando sobre papel de filtro con las células hacia arriba. Después se afiade una gota de Hoechst
33342 (2 pg/l) en Fluoromount-G sobre un portaobjetos y se coloca sobre él el portaobjetos con las
células hacia abajo. Se deja incubando a temperatura ambiente durante 1 hora y se visualiza en el
microscopio de fluorescencia.
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5. Conclusions

A. This work presents a series of Re(l) complexes of the type fac-[Re(NN)(CO)sL]™ where NN
represents a phenantroline derivative and L is either pyridine derivative or acetonitrile (n = 1) or
either a chloride or a triflate (n = 0). Specifically, the synthesised complexes are:

The neutral species: fac-[Re(2, 9-(Me),-Phen)(CO);sCl] (1), fac-[Re(2, 9-(CHO),-Phen)(CO);sCl] (2), fac-
[Re(2, 9-(CH,0H),-Phen)(CO)sCl] (3).

The activated species: fac-[Re(2, 9-(Me),-Phen)(CO);(CF:SOs)] (4), fac-[Re(2, 9-(CHO),-
Phen)(CO);(CH3CN)](BF.,) (5), fac-[Re(2, 9-(CH,0H),-Phen)(CO)3(CH3CN)](BF,) (6).

The cationic species: fac-[Re(2, 9-(Me),-Phen)(CO)3z(3-CH,0H-Py)] (CFsS0s) (7)

All of them have been fully characterized by IR, "H-NMR and *C-NMR spectroscopy, except for those
species, complex 2, whose low solubility in the solvent of the analysis did not allow to observe the C
signal in the *C-NMR spectrum. Moreover, bidimensional HSQC and COSY spectroscopy was also
performed to assure the correct assignments of the H and C signals. Further analytical data provided
by mass spectrometry and, in the particular case of complex 7 x-ray diffraction, corroborate the
success of the synthesis.

B. The photophysical properties of complexes neutral species 1, 2 and 3 as well as the cationic
species complex 7 has been studied by UV visible and fluorescence spectroscopy. UV-absorption
revealed that all the species showed a similar behavior which is in concordance with the typical
absorption profile for these type of Re(l) species, i.e. an intense band at c.a. 283 nm assigned to
IL(m->1*) transitions within the Py and Phen ligand and a lees intense broad band at c.a. 370 nm
assigned to a 'MLCT transition. Furthermore, fluorescence spectroscopy showed and intense
emission band for complexes 1 and 7 at 610 nm and 557 nm respectively, whereas complexes 2
displayed a much less intense band at 560 nm. In the case of complexes 3, the also less intense
emission observed varies from 530 nm to 630 nm depending on the excitation wavelength applied.
As expected the different substituents in the quelate ligand affects drastically the emission maxima
of the complexes, which demonstrate the possibility of tuning the luminescence by tailoring the
quetale ligand. All of them could be assigned to a >MLCT transition.

C. Bioactivity studies were performed for the cationic species complex 7. Cytotoxic studies were
performed in Hela cell by an MTT analysis and it showed that complex 7 have an ICs, value of 40uM.
Further DNA interaction analysis was carried out by an electrophoresis experiment suggesting that
complex 7 does not interact with the DNA. This result might indicate that the nucleus would not be
the expected biological target for this complex. Moreover, fluorescent cell microscopy was used to
assess the suitability of this complex as a contrast agent. A colocalization experiment in Hela cells
using complex 7 and the commercially available nuclear selective dye Hoechst 33342, pointed out
that the novel complex enters the cell and it is possibly accumulated in the mitochondria.

D. Although more studies are needed to probe these family of Re(l) complexes as cell contrast
agents, there is no doubt that they have great potential in the cell imaging field. A possible way to
proceed is to compare the effect of grafting methylchloride groups in the chelate ligand and in the
axial pyridine derivative in order to tune the bioactivity and luminescent properties to obtain the
desired target.
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6. Conclusiones

A. Este trabajo presenta la sintesis de una serie de complejos de Re (I) del tipo fac-[Re(NN)(CO);L]"*
donde NN representa un derivado de fenantrolina y L es o bien derivado de piridina o acetonitrilo
(n=1) o bien un cloruro o un triflato (n=0). Especificamente, los complejos sintetizados son:

Las especies neutras: fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);Cl] (1), fac-[Re(2,9(CHO),-Phen)(CO)sCl] (2) y fac-
[Re(2,9(CH,0H),-Phen)(CO)Cl] (3).

Las especies activadas: fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);(CFsS03)] (4), fac-
[Re(2,9(CHO),Phen)(CO)s(CHsCN)](BF,) (5) y fac-[Re(2,9(CH,0H),-Phen)(CO)s(CHsCN)](BF,) (6).

La especie cationica: fac-[Re(2,9(Me),-Phen)(CO);(3-CH,0H-Py)](CF3S0;) (7).

Todos ellos han sido completamente caracterizados por IR y espectroscopia de *H-RMN y *C-RMN,
excepto la especie, complejo 2, cuya baja solubilidad en el disolvente del analisis no permitié
observar las sefiales de C en el espectro >C-NMR. Por otra parte, también se realizé espectroscopia
bidimensional HSQC y COSY para asegurar las asignaciones correctas de las sefiales de H y C. Los
datos analiticos proporcionados por espectrometria de masas y, en el caso particular de complejo 7,
de difraccién de rayos X, corroboran el éxito de las sintesis.

B. Las propiedades fotofisicas de los complejos de especies neutras 1, 2 y 3 asi como de la especie
catidnica 7 han sido estudiadas por espectroscopia de fluorescencia y visible-UV. El experimento de
absorcién UV reveld que todas las especies mostraban un comportamiento similar que estad en
concordancia con el perfil de absorcidn tipico de este tipo de especies de Re(l), es decir, una banda
intensa en c.a. 283 nm asignada a transiciones IL(mt = 1 *) de los ligandos Py y Phen y una banda
ancha menos intensa en c.a. 370 nm asignada a una transicién 'MLCT. Por otra parte, la
espectroscopia de fluorescencia mostré una banda de emisiéon intensa para los complejos 1y 7 a 610
nm y 557 nm, respectivamente, mientras que el complejo 2 muestra una banda mucho menos
intensa a 560 nm. En el caso del complejo 3, también se observa una emisién poco intensa que varia
de 530 nm a 630 nm en funcidn de la longitud de onda de excitacién aplicada. Como era de esperar,
los diferentes sustituyentes en el ligando quelato afectan drasticamente a los maximos de emision de
los complejos, lo que demuestra la posibilidad de afinar la luminiscencia mediante la adaptacion del
ligando quelato. Todos ellos podrian ser asignados a una transicién *MLCT.

C. Se realizaron estudios de bioactividad del compuesto catidnico 7. Los estudios de citotoxicodad se
realizaron en células HeLa mediante un analisis MTT, que mostré que el complejo 7 tiene un valor de
ICso de 40 uM. Ademas, el andlisis de la interaccion con ADN se llevé a cabo por electroforesis y
sugiere que el complejo 7 no interacciona con este. Este resultado podria indicar que el ndcleo no
seria el objetivo bioldgico esperado para este complejo. Ademas, se utilizd la microscopia de
fluorescencia en células para evaluar la idoneidad de este complejo como un agente de contraste. Se
realizd un experimento de colocalizacién en células Hela utilizando el complejo 7 y un colorante
comercial que se acumula selectivamente en el nucleo, Hoechst 33342, mostrando que el nuevo
complejo entra en la célula y se acumula posiblemente en la mitocondria.

D. Aunque se necesitan mas estudios para investigar esta familia de complejos de Re(l) como agentes
de contraste celular, no hay duda de que tienen un gran potencial en el campo de la imagen celular.
Un posible camino a seguir seria comparar el efecto que tendrian los grupos clorometilo insertados
en el ligando quelato y en el ligando axial, buscando asi la modular la bioactividad y obtener una
mayor luminiscencia.
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