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INTRODUCTION






INTRODUCCION

Si tu debes arder de cualquier modo,
arde bien, con virtud.

Silvio Rodriguez.

A pesar de los grandes esfuerzos que la comunidad cientifica ha dedicado a resolver la
problemadtica del cancer, de acuerdo con la OMS este padecimiento prevalece como una de
las principales causas de mortalidad a nivel mundial, lo cual puede atribuirse a la baja
selectividad de las terapias habituales. Durante las ultimas décadas ha habido un interés
creciente en el desarrollo de nuevas terapias que sean capaces de eliminar eficientemente
células tumorales sin producir dafos significativos a los tejidos saludables. En este trabajo
se presentan esfuerzos realizados para resolver ciertas limitaciones que presentan atin algunas

de estas terapias alternativas.

La selectividad mejorada que ofrecen este tipo de terapias responde a un principio general
simple, que estriba en que la toxicidad del farmaco debe ser baja o nula y producir muerte
celular unicamente hasta ser activado con la aplicacion de un estimulo especifico. En una
situacion ideal, el fArmaco es administrado al paciente, seguido por un tiempo de distribucién
en el organismo y de acumulacion del farmaco en el tumor; después, la toxicidad del
compuesto se activa aplicando un estimulo Uinicamente en la zona que abarca el tumor,
conduciendo a procesos de muerte celular exclusivamente en la zona donde el estimulo fue
aplicado. Una de las principales estrategias terapéuticas que siguen este enfoque se llama

terapia fotodinamica (PDT por sus siglas en inglés) e involucra el uso de un compuesto



denominado fotosensibilizador, el cual es una molécula capaz de producir la muerte de
células tumorales a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno, una vez activado
con luz de una longitud de onda especifica. Dado que la toxicidad del compuesto se activa
unicamente con luz, la PDT efectivamente conlleva menos efectos secundarios que las
terapias habituales. Sin embargo, una limitante importante de la PDT es que presenta bajas
efectividades en condiciones de hipoxia, una condicion encontrada en tejidos con baja
concentracion de oxigeno y en tumores solidos debido a su crecimiento rapido y la deficiente

vascularizacion al interior del tejido maligno.

Esta limitante ha motivado el desarrollo en afios recientes de una nueva estrategia
terapéutica capaz de actuar en condiciones de hipoxia, denominada quimioterapia
fotoactivada (PACT por sus siglas en inglés), que se basa en la liberacion fotoinducida de
una molécula téxica capaz de producir muerte celular en ausencia de oxigeno. En este
contexto, nuestro grupo, en colaboracién con el grupo de la Dra. Isabelle Malfant (LCC,
Toulouse), lleva algunos afios desarrollando nitrosilos de Ru'' con ligantes polipiridinicos y
un ligante nitrosilo, los cuales son capaces de liberar NO" al ser estimulados con luz, con una
eficiencia determinada por el rendimiento cuantico de liberacion del radical (Dno). En este
caso, el efecto terapéutico de la molécula no involucra la generacion de especies reactivas de
oxigeno, sino la liberacién de o6xido nitrico, una molecula pequena, bien reconocida en las
células humanas y que en concentraciones altas es capaz de producir muerte celular via
apoptosis. De manera remarcable, las altas concentraciones de NO* producidas por estos
compuestos recientemente han permitido al grupo mejorar el efecto bactericida de la
meticilina frente a cepas resistentes de S. epidermidis, como una aplicacion terapéutica

adicional, ademas de sus usos en terapia contra cancer previamente mencionados.



En el Capitulo 1, después de presentar una revision del estado del arte para la PACT, se
reconocen algunas limitaciones que aun deben resolverse y que componen nuestra
motivacion cientifica: (1) Para llevar a la practica clinica estos sistemas se requiere
incrementar la eficiencia de liberacion del radical via absorcion de dos fotones y (2) Los
compuestos deben ser estables en agua, es decir no evolucionar a otras especies quimicas al
estar medio acuoso, en ausencia de luz. Con la intencidon de contribuir a resolver la primera
problemadtica, decidimos investigar la influencia de la introduccién de un anillo de tienilo en
el ligante polipiridinico sobre las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los sistemas mas
eficientes estudiados previamente por el grupo. Esta discreta modificacion estructural,
ilustrada en el Esquema 1, se emple6 como una estrategia para incrementar la seccion
transversal de absorcion de dos fotones (orpa) sin modificar sustancialmente la masa
molecular, pretendiendo con esto mejorar la eficiencia de liberacion del radical, en términos
del producto ®~o x GrpA, sin comprometer con ello la permeabilidad de la molécula hacia el

interior de las células tumorales.



CeH1s  CgHys

Esquema 1. Representacion simplificada de la estrategia explorada en el Capitulo 1 para
incrementar la eficiencia de liberacion de radicales nitrosilo via absorcion de dos fotones. La
introduccion de un anillo de tienilo mejora la planaridad y la transferencia de carga, lo cual
se traduce tipicamente en la generaciébn de sistemas moleculares con propiedades

fotoquimicas y fotofisicas mejoradas.

Después de presentar el disefio computacional de las moléculas objetivo, empleando
calculos de teoria de los funcionales de la densidad (DFT), se presentan la sintesis y la
evaluacion de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de las moléculas obtenidas,
encontrandose una modulacion importante de estas propiedades como consecuencia de la
introduccion de los anillos de tienilo. De manera generalizada, se encontré que este
heterociclo tiene una participacion decisiva en la transferencia de carga hacia el fragmento
Ru-NO, resultando en desplazamientos batocromicos de A = 30 — 60 nm y en mayores
coeficientes de extincion molar, dos caracteristicas que se asocian tipicamente con

incrementos sustanciales del valor de orpa en moléculas con topologias similares a las



estudiadas y que permitieron que los sistemas mas prometedores liberaran NO® bajo
irradiacion con luz visible (A = 490 nm), una caracteristica muy atractiva para las posibles
aplicaciones en PACT, ya que esto evita el uso de luz ultravioleta, potencialmente dafiina,

para producir la liberacion del NO" y con ello el efecto terapéutico.

Con respecto a la segunda limitante mencionada previamente para la PACT via liberacion
de NOr, en este capitulo se presenta también el desarrollo de un proceso de sintesis que
permite obtener de manera préctica, escalable y selectiva nitrosilos de rutenio estables en
agua, a partir de los cuales se demostré una liberacion eficiente de NO® en medio acuoso,
resultando en la generacion de concentraciones del radical superiores a 100 nM, las cuales
son un requisito indispensable para inducir los procesos de muerte celular que dan lugar a las

posibles aplicaciones terapéuticas para este tipo de compuestos de coordinacion.

El Capitulo 2 de este trabajo se centra en otra terapia contra cancer, denominada ferapia
por captura neutronica en boro (BNCT, por sus siglas en inglés). La BNCT actia mediante
un mecanismo totalmente distinto a las terapias mencionadas anteriormente (PDT, PACT),
en las que el estimulo que activa la toxicidad de las moléculas es la luz. Contrastantemente,
la BNCT es un tipo de radioterapia en la que, a diferencia de las radioterapias convencionales,
la energia ionizante que produce la muerte de las células tumorales se genera por la fision de
nicleos de '°B al ser irradiados con neutrones de baja energia. Dado que la muerte celular se
restringe a las células enriquecidas en boro, la BNCT provee la posibilidad de tratar
selectivamente los tumores, minimizando el dafio a los tejidos saludables cercanos. Debido
a esto, esta terapia ha atraido significativo interés de la comunidad médica y cientifica por
décadas, gracias a lo cual algunos farmacos se encuentran actualmente en pruebas clinicas

de Fases I y II, habiendo mostrado resultados prometedores en el tratamiento de tipos de



cancer para los que no existen mejores alternativas, especificamente gliomas avanzados y

cancer de cuello y cabeza.

Debido a la baja abundancia natural del isétopo °B (19.9 %), los farmacos a ser
empleados en BNCT requieren tener un alto contenido en boro o estar enriquecidos en °B.
Los carboranos, asociaciones poliédricas de boro y carbono, son excelentes candidatos para
aplicarse en esta area (Esquema 2), ya que cuentan con un alto contenido en boro, masas
moleculares bajas (tipicamente debajo de 500 Da) y una elevada lipofilicidad. Més atn, estos
cimulos de boro pueden funcionalizarse eficientemente con fluoréforos, permitiendo la
obtencidn de potenciales agentes teragnosticos (acronimo de terapia y diagndstico), que son
farmacos cuyo uso permite realizar de manera simultanea el tratamiento del padecimiento y
la obtencion en tiempo real de informacion sobre la distribucion y concentracion del farmaco

en el tumor, que son factores criticos para el éxito de la BNCT.

(neutrone:;LLLHLL ‘He +TLi

Radiacion y

—> Muerte celular

Esquema 2. Representacion simplificada del uso de carboranos en terapia por captura
neutrénica en boro (BNCT). Las células ricas en boro son irradiada con neutrones de baja
energia, produciendo la fision de los nucleos de boro y la liberacion de energia ionizante (en

forma de particulas “He y radiacion y), produciendo asi la muerte de las células tumorales.



Nuestro grupo de trabajo, en colaboracion con el grupo de la Dra. Rosario Nufiez
(ICMAB, Barcelona), ha estudiado la funcionalizaciéon de carboranos con una amplia
diversidad de fluoréforos, algunos de los cuales han mostrado resultados prometedores in
vitro, encontrandose permeabilidades celulares remarcables. Sin embargo, los resultados
suelen ser impredecibles, con ingresos celulares marcadamente divergentes para moléculas

estructuralmente muy similares, lo cual ha eludido una explicacion fisicoquimica.

En el Capitulo 2, después de presentar una revision del estado del arte para la BNCT y
presentar un panorama general del desarrollo de agentes teragnosticos basados en carboranos,
se presenta la sintesis y caracterizacién quimica y fotoquimica de un grupo de carboranos
funcionalizados con dipirrometenos de boro (BODIPY's), una familia versatil de fluoréforos
con excelentes propiedades fotofisicas y estabilidad en medio acuoso, asi como en un amplio
intervalo de pH. Las estructuras de estos conjugados BODIPY-carborano fueron disefiadas
de tal forma que pudiéramos evaluar, de forma independiente, la influencia de variaciones de
parametros como el peso molecular, la lipofilicidad y el momento dipolar sobre el ingreso y

la localizacion subcelular de los fluordforos.

Para proveer una explicacién fisicoquimica a la interrogante de cémo pequeiias
modificaciones estructurales en estos compuestos afectan significativamente sus
permeabilidades al interior celular y para dar simultdneamente un paso adelante para explorar
el posible uso de las moléculas desarrolladas como agentes teragndsticos, en este capitulo se
presentan ademas los resultados de una colaboracion con el grupo del Dr. Arturo Jiménez
Sanchez (1Q, UNAM), con quienes se estudio el ingreso celular de los conjugados BODIPY -

carborano en cultivos de células HeLa (de cancer cervical) mediante microscopia confocal.



Los resultados encontrados, respaldados en varios niveles por calculos de estructura
electronica, sugieren que la lipofilicidad, estimada a través del coeficiente de particion (log
P), y el momento dipolar estético, tienen una influencia importante sobre la facilidad con que
los fluoroforos estudiados permean al medio intracelular, estableciendo asi una primera
explicacion de los parametros moleculares intrinsecos cuyas variaciones dan origen a las
divergentes permeabilidades que suelen mostrar este tipo de compuestos. En su conjunto,
nuestros resultados proveen herramientas de disefio para continuar con el desarrollo de
carboranos fluorescentes que puedan ser exitosamente aplicados como agentes teragnosticos

en terapia contra cancer.



INTRODUCTION

In spite of the great efforts that the scientific community has devoted to solve the problem of
cancer, according to the WHO this condition prevails as one of the main causes of mortality
at world-wide level, which can be attributed to the low selectivity of the habitual therapies.
During the last decades there has been a growing interest in the development of new therapies
that are capable of efficiently eliminating tumor cells without producing significant damage
to healthy tissues. In this work, efforts are presented to solve certain limitations that some of

these alternative therapies still present.

The improved selectivity offered by this type of therapy responds to a simple general
principle, which is that the toxicity of the drug should be low or null and produce cell death
only after its activation by the application of a specific stimulus. In an ideal situation, the
drug is administered to the patient, followed by a time of distribution in the body and
accumulation of the drug in the tumor; then, the toxicity of the compound is activated by
applying a stimulus only in the area covered by the tumor, leading to cell death processes
exclusively in the area where the stimulus was applied. One of the main therapeutic strategies
that follow this approach is called photodynamic therapy (PDT) and involves the use of a
compound called photosensitizer, which is a molecule capable of producing tumor cell death
through the generation of reactive oxygen species, once activated with light of a specific
wavelength. Because the toxicity of the compound is activated only by light, PDT effectively
has fewer side effects than standard therapies. However, a major limitation of PDT is that it

has low efficacy under conditions of hypoxia, a condition found in tissues with low oxygen
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concentration and in solid tumors due to their rapid growth and poor vascularization within

the malignant tissue.

This limitation has led to the development in recent years of a new therapeutic strategy
capable of acting in hypoxic conditions, called photo-activated chemotherapy (PACT),
which is based on the photo-induced release of a toxic molecule capable of producing cell
death in the absence of oxygen. In this context, our group, in collaboration with the group
led by Dr. Isabelle Malfant (LCC, Toulouse), has been developing Ru" nitrosyls with
polypyridine ligands, which are capable of releasing NO* when stimulated with light, with an
efficiency determined by the NO-photorelease quantum yield (®no). In this case, the
therapeutic effect of the molecule does not involve the generation of reactive oxygen species,
but the release of nitric oxide, a small molecule, well recognized in human cells and that in
high concentrations is capable of producing cell death via apoptosis. Remarkably, the high
concentrations of NO* produced by these molecules have recently allowed the group to
improve the bactericidal effect of methicillin against resistant strains of S. epidermidis, as an
attractive therapeutic application, in addition to their previously mentioned uses in cancer

therapy.

In Chapter 1, after presenting a review of the state of the art for PACT, we recognize
some limitations that still need to be met and that constitute our scientific motivation: (1) To
implement these compounds in clinical practice, it is necessary to increase the efficiency of
NO’ release via two-photon absorption and (2) The molecules must be stable in water, i.e.
not evolve into other chemical species by being in aqueous medium, in the absence of light.
In order to contribute to solve the first limitation, we decided to investigate the influence of

the introduction of a thienyl ring in the polypyridine ligand on the photophysical and
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photochemical properties of the most efficient systems studied by the group. This discrete
structural modification, illustrated in Scheme 1, was used as a strategy to increase the two-
photon absorption cross section (Grpa) without substantially modifying the molecular mass,
in order to improve the efficiency of NO' release, in terms of the ®no X opa product, without

compromising the permeability of the molecule to the interior of the tumor cells.

Scheme 1. Simplified representation of the strategy explored in Chapter 1 to increase the
efficiency of NO' release via two-photon absorption. The introduction of a thienyl ring
improves planarity and charge transfer, which typically results in the generation of molecular

systems with improved photochemical and photophysical properties.

After presenting the computational design of the target molecules, using DFT
calculations, the synthesis and evaluation of the photophysical and photochemical properties
of the target compounds are presented. An important modulation of these properties is found

as a consequence of the introduction of thienyl rings. In a general way, it was found that this
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heterocycle has a decisive participation in the charge transfer towards the Ru-NO fragment,
resulting in batochromic shifts of A = 30 - 60 nm and higher molar extinction coefficients,
two characteristics that are typically associated with substantial increases in the value of TPA
in molecules with similar topologies to those studied and which allowed the most promising
systems to release NO* under visible light irradiation (A =490 nm), a very attractive feature
for possible applications in PACT, since this avoids the use of potentially harmful ultraviolet

light to produce the NO' release and thus the therapeutic effect.

With respect to the second limitation mentioned previously for PACT via NO" release,
this chapter also presents the development of a synthesis process that allows to obtain, in a
practical, scalable and selective way, stable compounds in water from which we
demonstrated an efficient release of NO' in aqueous medium using various techniques,
resulting in the generation of concentrations of the radical in aqueous medium greater than
100 nM, which are an indispensable requirement to induce cell death processes that give rise

to possible therapeutics applications for these systems.

Chapter 2 of this work focuses on another cancer therapy, called boron neutron capture
therapy (BNCT). BNCT acts by a completely different mechanism than the therapies
mentioned above (PDT, PACT), in which the stimulus that activates the toxicity of the
molecules is light. In contrast, BNCT is a type of radiotherapy in which, unlike conventional
radiotherapies, the ionizing energy that produces the death of the tumor cells is generated by
the fission of '°B nuclei when they are irradiated with low energy neutrons. Since cell death
is restricted to boron-enriched cells, BNCT provides the possibility of selectively treating
tumors, minimizing damage to nearby healthy tissues. Because of this, this therapy has

attracted significant interest from the medical and scientific communities for decades, thanks
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to which some drugs are currently in Phase I and II clinical trials, with promising results in
the treatment of types of cancer for which there are no better alternatives, specifically

advanced gliomas and head and neck cancer.

Due to the low natural abundance of the '°B isotope (19.9%), the drugs to be used in
BNCT require either a high boron content or to be enriched in °B. Carboranes, polyhedral
associations of boron and carbon, are excellent candidates for application in this area
(Scheme 2), since they have a high boron content, low molecular mass (typically below 500
Da) and high lipophilicity. Moreover, these boron clusters can be efficiently functionalized
with fluorophores, allowing the obtention of potential feragnostic agents (acronym of therapy
and diagnosis), which are drugs whose use allows the simultaneous treatment of the condition
and the real time acquisition of information about the distribution and concentration of the

drug in the tumor, which are critical factors for the success of BNCT.

(neutrofﬂj:h;%h

‘He +7Li
y-radiation

—> Cell death

Scheme 2. Simplified representation of the use of carboranes in boron neutron capture
therapy (BNCT). Boron-rich cells are irradiated with low energy neutrons, producing the
fission of boron nuclei and the release of ionizing energy (in the form of *He particles and

y-radiation), thus producing the death of tumor cells.
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Our research group, in collaboration with the group led by Dr. Rosario Nufiez (ICMAB,
Barcelona), has studied the functionalization of carboranes with a wide diversity of
fluorophores, some of which have shown promising results in vitro, with remarkable cellular
permeabilities. However, the results are often unpredictable, with markedly divergent cell
incomes for structurally very similar molecules, which has so far eluded a physicochemical

explanation.

In Chapter 2, after presenting a review of the state of the art for BNCT and an overview
of the development of carboran-based teragnostic agents, the synthesis and chemical and
photochemical characterization of a set of carboranes functionalized with boron
dipyrromethenes (BODIPYs), a versatile family of fluorophores with excellent photophysical
properties and stability in aqueous medium, as well as in a wide pH range, is presented. The
structures of these BODIPY-carborane dyads were designed in such a way that we could
independently evaluate the influence of variations in parameters such as molecular weight,
lipophilicity and dipolar moment on the entry and subcellular localization of the

fluorophores.

In order to provide a physicochemical explanation to the question of how small structural
modifications in these compounds significantly affect their cell permeability and to
simultaneously take a step forward to explore the possible use of these molecules as
teragnostic agents, this chapter also presents the results of a collaboration with the group led
by Dr. Arturo Jiménez Sanchez (1Q, UNAM), with whom we studied the cellular entry of
BODIPY-carborane conjugates in HeLa (cervical cancer) cell cultures by confocal

microscopy.
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The results found, supported at various levels by electronic structure calculations, suggest
that lipophilicity, estimated through the partition coefficient (log P), and the static dipolar
moment, have an important influence on the ease with which the fluorophores studied
permeate the intracellular medium, thus establishing a first explanation of the intrinsic
molecular parameters whose variations give rise to the divergent permeabilities that this type
of compounds usually show. As a whole, our results provide design tools to continue with
the development of fluorescent carboranes that can be successfully applied as theragnostic

agents in cancer therapy.
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INTRODUCTION OF THIENYL RINGS IN RUTHENIUM
NITROSYLS AS A STRATEGY TO INCREASE THE
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CAPITULO1

INTRODUCCION DE ANILLOS DE TIENILO EN
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OXIDO NITRICO VIA ABSORCION DE DOS FOTONES
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1.1. RESUMEN DE COMPUESTOS NUEVOS

a” | “no
Cl
cis-42b trans-42b cis-51a trans-51a cis-51b trans-51b
Amax (NM) 363 387 406 425 472 488
®no (ACN, A =365 nm) 0.37 0.18 0.16 0.05 0.14 0.06
0.005 0.005

®no (ACN, A = 490 nm)

Amax (NM) 325 358 328 362
®no (ACN, A = 365 nm) 0.18 0.17 0.38 0.15
o (H20, A = 365 nm) 0.17 0.075 0.09 0.10

(Todos los compuestos tienen carga 1+ y PF¢ como contraion)

18



1.2. ANTECEDENTES
1.2.1. Terapia fotodinamica

La luz se ha usado para tratar tratar padecimientos humanos durante miles de afos, los
primeros registros pueden trazarse hasta el antiguo Egipto; hace mas de 3500 afios en el
papiro de Ebers ya se describia que el consumo del extracto de la planta Ammi majus, seguido
por exposicion al sol era util para tratar el vitiligo.['! En China, durante la dinastia Tang (618-
807 d.C.), un procedimiento comun para el tratamiento de diversos males consistia en tomar
un bafio de sol matutino sosteniendo una hoja que contenia un dibujo del simbolo del sol
“H”, posteriormente el papel era triturado en agua y consumido por el paciente con la
intencion de “atrapar” algo de la esencia del sol dentro del cuerpo.’”) Estos primeros
procedimientos, involucrando bafios de sol prolongados, han recibido el nombre de
helioterapia; sin embargo no fue sino hasta mucho tiempo después, gracias a los estudios
relacionados con la naturaleza ondulatoria de la luz, que las bases cientificas de la fototerapia

moderna fueron establecidas.

Los primeros estudios cientificos relacionados con el uso de la fototerapia fueron
reportados durante el siglo XIX e inicios del siglo XX. En 1877, Arthur Downes y Thomas
Blunt mostraron que la luz ultravioleta era capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.*! Estos
estudios fueron seguidos por los reportes de Niels Finsen sobre el uso de la luz roja para tratar
viruelal'y de luz ultravioleta para tratar lupus vulgaris;™ estos estudios le valieron en 1903
el premio Nobel “en reconocimiento por su contribucion al tratamiento de enfermedades,
especialmente lupus vulgaris, con radiacion de luz concentrada, con lo que ha abierto una

nueva avenida para la ciencia médica” '

19



Las investigaciones sobre el uso de la luz para curar enfermedades eventualmente dieron
lugar a lo que hoy conocemos como terapia fotodinamica (PDT por sus siglas en inglés), la
cual involucra el uso de dos componentes inocuos de manera individual, el primero es una
sustancia llamada fotosensibilizador, que tipicamente es un compuesto sensible a la luz que
se administra y distribuye en el tejido afectado, el segundo componente involucra la
administracion de luz de una longitud de onda especifica, la cual activa al fotosensibilizador,
que a su vez ejerce el efecto terapéutico.[”’ La PDT funciona mediante la transferencia de
energia del fotosensibilizador al oxigeno presente en el tejido, produciendo especies reactivas
de oxigeno que inducen muerte celular por diversos mecanismos, entre los que
frecuentemente figura la apoptosis o muerte celular programada.’®! Dado que el
fotosensibilizador se activa localmente bajo la accion del haz de luz, los tejidos que no han

sido irradiados no se ven afectados.

En el Esquema 3 se muestra la estructura de algunos de los primeros fotosensibilizadores
empleados en PDT. En 1903 von Tappeiner y A. Jesionek reportaron el tratamiento exitoso
de melanomas mediante la irradiacion de eosina aplicada de forma topica.”®! Siendo preparada
a partir de sangre por Scherer en 1841,!'% 1a hematoporfirina fue el primer fotosensibilizador
usado en PDT que contiene el ntcleo tetrapirrdlico de las porfirinas. Esta molécula atrajo
considerable interés como fotosensibilizador en las décadas posteriores a su aislamiento,
llevando al primer reporte en 1913 del uso de un derivado de porfirina en PDT en humanos
por Meyer-Betz, quien tras un estudio que demostrd la fototoxicidad de la hematoporfirina
en ratones,!'!! se administr6 a si mismo 200 mg del farmaco, experimentando dolor
prolongado e inflamacién en zonas expuestas a la luz.?! A pesar de que en las décadas

posteriores hubo intensa investigacion sobre la hematoporfirina y algunos de sus derivados,
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bajas selectividades hacia las células tumorales!'¥ y la presencia de efectos adversos en
ensayos clinicos produjeron que hubiera pocas aplicaciones clinicas de la PDT hasta los afios
70s.111 Sin embargo, a la fecha la mayoria de los fotosensibilizadores empleados en PDT son
derivados de la hematoporfirina, incluyendo el medicamento “Photofrin”, que es una mezcla
de identidad quimica desconocida, compuesta por derivados de la hematoporfirina. A pesar
de que muchas de las porifrinas que componen dicha mezcla no tienen uso como
fotosensibilizadores y de la presencia de efectos adversos significativos, este medicamento

permanece como el fotosensibilizador mas empleado clinicamente.

OH
B "] Nay HO
(0]
OH
(0]
— - OH
Eosina Hematoporfirina

NaO,S

SO3Na
= N HO
|||
/ \
NaO3s/§\ %

SO;Na

AISPc mTHPP

Esquema 3. Estructura de algunos de los primeros fotosensibilizadores desarrollados.
Las limitaciones encontradas en la aplicacion clinica de la hematoporfirina y de los

primeros derivados de la misma, despertd un gran interés en las ultimas décadas en el
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desarrollo de nuevos fotosensibilizadores con caracteristicas fotofisicas o farmacocinéticas
mejoradas. De esta manera se reportaron otros derivados de porfirinas, por ejemplo las meso-
tetra(hidroxifenil)porfirinas!'¥) (mTHPP por su nombre en inglés) y los derivados de

ftalocianinas sulfonadas!'®! (AISPc por su nombre en inglés).

De acuerdo con el mecanismo de accion (Figura 1), las reacciones en que participan los
fotosensibilizadores se clasifican en dos tipos.!'”) En ambos casos, el proceso inicia por la
excitacion del fotosensibilizador desde su estado basal (FS), con lo que alcanza su primer
estado excitado ('FS*), desde el cual el fotosensibilizador puede regresar al estado basal por
vias radiativas (fluorescencia) o no radiativas o puede alternativamente atravesar un cruce
entresistemas (ISC por sus siglas en inglés) para generar un estado excitado triplete (*FS*),
una vez alcanzado el cual el fotosensibilizador participa en reacciones Tipo I o Tipo II. Las
reacciones Tipo I suceden entre el fotosensibilizador y una molécula de oxigeno (*0.) para
dar lugar a oxigeno singulete ('0,), en tanto que en una reaccion Tipo II el fotosensibilizador
reacciona con biomoléculas generando un radical que reacciona a su vez con oxigeno

produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).

(Tipo 1)

g5 ——= ISC @/
- (Tipo )

302

Biomolécula

'FS —

Figura 1. Diagrama de Jablonski para el mecanismo de accidon de fotosensibilizadores en

terapia fotodinamica.
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La determinacion de la eficiencia cuantica de un fotosensibilizador se evalta tipicamente
in vitro midiendo el rendimiento cuantico de generacion de 'O, (®a) ya sea determinando la
fosforescencia del 'O2 generado en A = 1270 nm o empleando una medicion indirecta usando
un compuesto que reacciona con 'O, produciendo un colorante con un espectro de absorcion

o0 emisioén conocido.[!
1.2.2. Quimioterapia fotoactivada

Como una alternativa a la terapia fotodindmica, que basa su mecanismo de accion en la
generacion de especies reactivas de oxigeno, la quimioterapia fotoactivada (PACT por sus
siglas en inglés) hace uso de moléculas de baja toxicidad que al ser irradiadas liberan un
agente terapéutico mediante la ruptura de un enlace quimico, tipicamente de coordinacion.!’!
A diferencia de la terapia fotodinamica, la PACT no requiere la presencia de oxigeno, lo cual
permite su uso en tejidos en condiciones de hipoxia. Se han descrito una gran variedad de

201y de coordinacién con

moléculas PACT, incluyendo compuestos totalmente organicos
diversos metales de transicion, incluyendo de Pt!V [2l Rh!I[122] Colll[23] [yl [24] il 1251

Mn (261 y Ru!L[27]

Si bien todas estas moléculas funcionan por la ruptura fotoinducida de un enlace
quimico, dependiendo del fragmento submolecular liberado cada molécula PACT presenta
un mecanismo diferente, muchas veces Unico, mediante el cual produce el efecto terapéutico
(Esquema 4). Por ejemplo, tras ser irradiado a A =366 nm, 1 libera una molécula de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), facilitando la entrada de esta molécula al medio

20a

intracelular,?% la cual es capaz de inhibir el crecimiento celular;!*®! de forma similar, 2 es

capaz de liberar glutamato al irradiarse a A = 313 nm,*°) un aminoéacido citotoxico en altas
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concentraciones.*”) Las moléculas PACT basadas en compuestos de coordinacion de Ru''
han despertado un particular interés debido a que el proceso de fotdlisis se puede dar bajo
irradiacidon con luz visible, en contraste con los ejemplos anteriores en los que es necesario
usar radiacion ultravioleta, que puede resultar dafiina para los tejidos que rodean al tumor;

por ejemplo los compuestos 3! y 4532 liberan moléculas citotoxicas al ser irradiados a

A =625 nm y A =470 nm, respectivamente.

Cl,

Esquema 4. Ejemplos de moléculas para quimioterapia fotoactivada. Los fragmentos

submoleculares a los que se atribuye el efecto citotoxico se muestran en color azul.

La PACT ha sido utilizada ademas a través de la liberacion moléculas pequefias como

CO,13 H,SB4 y NO',B31 que son compuestos que difunden ficilmente a través de las
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membranas bioldgicas y que han sido reconocidas por sus marcadas propiedades citotoxicas

a concentraciones altas.[?¢!

1.2.3. Oxido nitrico

El 6xido nitrico es una molécula que en su estado basal se encuentra en forma de radical

(NO"); en la Figura 2 se muestra su diagrama de orbitales moleculares,*”! en donde se puede

apreciar que el electrén desapareado se encuentra en un orbital de antienlace, por lo cual el

orden de enlace en el NO* es de 2.5, con una distancia de enlace de 1.154 A que se encuentra

entre la de un doble (1.18 A) y un triple enlace (1.06 A) nitrégeno-oxigeno.*!

E (eV)

-13.18 4—ﬁ;4—f

m -/-'
ry

Figura 2. Diagrama de orbitales moleculares para el 6xido nitrico.

Los atomos en el 6xido nitrico pueden presentar diversas hibridaciones, estados de

oxidacion y ordenes de enlace (Esquema 5), presentando asi diversas formas de coordinacion

hacia centros metalicos y por lo que se le denomina un ligante “no inocente”.
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Esquema 5. Diferentes hibridaciones y estados de oxidacion para el 6xido nitrico.

El enlace entre el metal y el nitrosilo puede asi presentar dos geometrias (Figura 3), lineal
cuando el angulo M-N-O es cercano a 180 ° lo cual corresponde a la coordinacion del
nitrosilo como NO, actuando como un donador de 3 ¢, y angular cuando el angulo es
cercano a 120 °, coordindndose como NO™ y donando 1 e al centro metélico. El enlace entre
el metal y el nitrosilo tiene dos componentes,*” por una parte el nitrosilo dona un par de
electrones no enlazantes (donacioén G) y por otra parte el traslape orbital entre orbitales d del
metal con geometrias adecuadas y orbitales n* del nitrosilo producen retrodonacion metal-
ligante, lo cual tiene un efecto dual, por un lado fortalece el enlace M-NO pero por otro
debilita el enlace N-O, ya que este proceso polariza electrones hacia orbitales de antienlace

en el nitrosilo.

Figura 3. Geometrias y componentes del enlace de coordinacion entre un metal y el 6xido

nitrico.
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1.2.4. Donadores de oxido nitrico

El 6xido nitrico tiene un interés en terapia contra cancer ya que es capaz de ejercer diversos
efectos terapéuticos dependiendo de su concentracion. Uno de los primeros efectos
descubiertos fue su capacidad de producir relajaciéon muscular y vasodilatacion, lo cual ha
permitido el uso de algunos donadores de NO* como reguladores de la presion sanguinea; *!
por otro lado, con respecto a su uso en terapia contra cancer, dependiendo de su concentracion
el 6xido nitrico produce efectos contrarios, mientras que a bajas concentraciones (1- 100 nM)
induce proliferacion celular y favorece la angiogénesis y la metastasis, a concentraciones
mayores a 100 nM es capaz de inducir muerte celular por diversos mecanismos,
principalmente por apoptosis.l*® !l Debido a esto, durante las tltimas décadas se se han
desarrollado diversas moléculas capaces de liberar NO*, incluyendo moléculas puramente
organicas como la trinitroglicerina y el nitrato de tertbutilo o compuestos de coordinacion de
hierro como las sales de Roussin y el nitroprusiato de sodio (Esquema 6).1*>4?1 Sin embargo
muchos de estos compuestos presentan limitaciones como el hecho de que liberan el radical
de forma espontanea, lo cual impide tratar una zona especifica del cuerpo; ademas algunos
de estos compuestos son inestables en medio acuoso, por ejemplo el nitroprusiato de sodio
libera lentamente iones cianuro en agua,*! sin embargo no lo suficientemente rapido como
para prevenir su uso como antihipertensivo. A pesar de que el uso de un ligante pentadentado
en el caso de [Fe(PaPy3)(NO)](ClO4), (PaPy = N,N-bis(2-piridilmetil)amino-N-etil-2-
piridin-2-carboxamida) resuelve la problemadtica de la liberacion de ligantes cianuro, en
medio acuoso este compuesto libera el radical NO* tanto al ser irradiado como de forma

espontanea, como los compuestos de coordinacion de hierro mencionados anteriormente.!*!!
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[45] [46]

Si bien muchos otros donadores de NO* con centros metélicos de cromo'™! y manganeso

han sido desarrollados, la amplia mayoria presenta también limitaciones similares.

NO

Sal roja de Roussin l

s/

(NHy) S
NO /\ S //
/N:O N NC//,,,. ‘ ‘\\\\\CN (ON)ZFe/\F/\Fe(NO)Z
o a, Fe- 2

? ne” | en N (Hox )

nitrito de tert-butilo

trinitroglicerina

Sal negra de Roussin

Nitroprusiato de sodio

40 (C104),

Y

[Fe(PaPy3)(N0)](CI04)2

Esquema 6. Algunos ejemplos de los primeros sistemas moleculares capaces de liberar 6xido

nitrico.

Mas recientemente, la atencion se ha centrado en el desarrollo de nitrosilos de rutenio, ya
que estos generalmente liberan el radical unicamente bajo irradiacion y son relativamente
inertes al oxigeno a temperatura ambiente, lo cual habia sido una limitante frecuente con
otros metales. La fotdlisis de estos sistemas sigue de forma general la Ecuacién (1),*” en la
que bajo irradiacion el compuesto intercambia el ligante nitrosilo por una molécula de

disolvente (generalmente acetonitrilo o agua). En la amplia mayoria de los casos el proceso

I

involucra la oxidacion de Ru" a Ru™ ya que el nitrosilo se libera como NO, la presencia de

111

un centro metilico de Ru" ha sido demostrada por EPR en disolucion,*® asi como por

difraccion de Rayos-X de monocristal.!*!

28



disolvente

Ru'' — NO + v ——— Ru!'! — disolvente + NO - (1)

Las primeras investigaciones sobre la fotoquimica de nitrosilos de rutenio fueron
reportadas en 1971 por Cox y Wallace que observaron que el compuesto Ko[Ru(NO)(Cl)s]
(5) se tornaba café tras exponerse a la luz;*” Nikol'skij y colaboradores demostraron después
que, al irradiarse en medio acuoso, dicho compuesto se transformaba en K>[Ru(H>O)(Cl)s]

(6),°!) con un cambio en el estado de oxidacion de Ru® a Ru™ (Esquema 7).51

S
NO 0
K Cl///,, ‘ \\\\Cl hv K2 CI//"/,R‘ ‘\\\‘\Cl + NO
2 Ru"\ —_— u. e
a1 ‘\CI H,0 c” ‘\CI
Cl Cl
5 6

Esquema 7. Foto-reaccion para la liberacion de 6xido nitrico a partir de Ko[Ru(NO)(Cl)s] en

medio acuoso.

En el Esquema 8 se muestran algunos ejemplos representativos de los primeros nitrosilos
de rutenio desarrollados.”% 331 A pesar de que estas primeras investigaciones rindieron
algunos sitemas atractivos en términos de posibles aplicaciones, por ejemplo 11 que libera
NO' exclusivamente bajo irradiacion y es estable en medio acuoso en un intervalo de pH =
5-9, esto no es el caso con muchos otros, que presentan diversas limitaciones; por ejemplo la
fotorreaccion de 9 es reversible en medio acuoso, en tanto que compuestos como 5
evolucionan en agua para producir el intercambio de un cloruro por una molécula de agua;
por otra parte, numerosos nitrosilos de rutenio con estructuras conteniendo ligantes
bidentados similares a la 2,2’-bipiridina (bpy) en 12, llevan a cabo en medio acuoso una

reaccion acido-base indeseable en la que el NO™ se convierte en un ligante nitrito (NO2") de
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acuerdo con la Ecuacion 2,1%¢! limitando fuertemente sus aplicaciones. La eficiencia de la
liberacion del radical, expresada como el rendimiento cudntico de fotoliberacion (®no), es la
relacion del nimero de moléculas de NO* liberadas entre el nimero de fotones absorbidos.
Las moléculas 5-12 poseen valores de ®no = 0.04 - 0.16, que son satisfactorios en relacion a
que mas recientemente se ha encontrado que valores de ®no similares permiten alcanzar

(341 Sin embargo, la longitud de onda de irradiacion

concentraciones terapéuticas del radical.
para la mayoria de estos compuestos reside dentro del UV, lo que es indeseable pues puede

causar dafios a tejidos saludables al ser aplicados en terapia.

— - N
Cl, ©
NO
NO N TN
‘ B N N=
K Cl,, wCl HN\R 2
? 4 < — N RN
N
a” | ¢ R4 N | N
cl H ™ AU
¢]
- - o]
5 8 9
Dy = 0.06 Do =0.16 ®po = No determinado (reversible)
Amax = 355 nm Amax = 263 nm Amax = 651 nm
£ =1500 M'cm"’ £=3011 M'cm™’ € =7000 M 'cm™’
I Ni(? (BFek NO (PFe)a
\
O:: :\<\ / Rl N /
- meeRU
O\Ru—N ,\\l ‘ \N 2
S )| A |
] /N N x
Cl N\ 5
10 1 12
Do =0.13 ®po = 0.05 Dpo = 0.04
Amax = 376 nm Amax = 395 nm Amax = 360 nm
¢ =5200 M'cm™! e = 1400 M'cm™’ ¢ = 8500 M"'cm™’

Esquema 8. Algunos de los primeros nitrosilos de rutenio desarrollados y sus rendimientos

cuanticos de fotoliberacion del 6xido nitrico (o).
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[Ru(L) = NO]®* + H,0 - [Ru(L) — NO,]* +2H* (2)

Asi pues, durante las ultimas décadas se ha buscado la obtencion de nitrosilos de rutenio
que puedan ser irradiados dentro de la ventana fototerapéutica (A = 600 - 1000 nm, Figura
4),15% que es una region del espectro electromagnético para la que los tejidos humanos,
especialmente la piel, son altamente transparentes. Las primeras investigaciones a este
respecto, lideradas y revisadas recientemente por el grupo de P. K. Mascharak,*”> 3¢l han
rendido ejemplos prometedores de nitrosilos de rutenio con liberacion de NO® bajo

(57 1a estrategia consistio

irradiacion con luz visible (Esquema 9); en los compuestos 13-17,
en introducir cromoéforos en disposicion frans al grupo nitrosilo, logrando con esto que 13-
15 absorbieran luz visible y acercando la excitacion de estos compuestos hacia la ventana
fototerapéutica; si bien en el caso de 16 el compuesto no mostrd absorcion de luz visible, el
cromoforo introducido tiene una emision en A = 505 nm (verde), que se pierde una vez que
el compuesto ha liberado el NO", lo cual permitié hacer un seguimiento de donde y cuando
se libera el radical;*’ contrariamente para 17,79 la fotorreaccion involucra tanto la
sustitucion del ligante nitrosilo por una molécula de disolvente, como la fotdlisis del
cromoforo, lo cual produce un encendido de la fluorescencia (A = 526 nm) una vez que la
reaccion se ha llevado a cabo. Es importante sefialar que los valores de ®no para los
compuestos con un ligante cloruro y los que poseen diversos cromoforos (13-15, 17) en
general mostraron incrementos de la eficiencia cudntica en los compuestos sustituidos con

cromoforos. P60 374l
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Figura 4. Representacion de la ventana foto-terapéutica, un intervalo de longitudes de onda

con una atenuacion minima a través de la piel humana. Adaptado con permiso de la Ref. 61.
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q)500 = 03
Amax = 475 nm
¢ = 24000 M 'em™’

®po = No determinado
Amax = 385 nm
e = 4950 M'cm™"

18

®po = No determinado
Amax = 457 nm
e =21,900 M'em™!

BF,

Esquema 9. Nitrosilos de rutenio sensibilizados con cromoéforos y sus propiedades

fotofisicas. Por claridad, los cromo6foros introducidos se indican en azul.
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Otros sistemas recientemente informados y ejemplificados con 18 introducen el
cromoforo en posicion ecuatorial, sin embargo si bien estos son capaces de liberar NO* con
luz visible,*® tienen un desplazamiento hipsocrémico con respecto a 13-15 y 17, alejandose
de la ventana fototerapéutica. Finalmente es importante remarcar que a pesar de que la
mayoria de estos compuestos absorben luz visible, a la fecha no hay reportes de nitrosilos de
rutenio con liberacion de NO* dentro de la ventana fototerapéutica, a menos que el proceso

35b]

se inicie via absorcion de dos fotones,** una alternativa discutida en la Seccion 1.1.5.3.

1.2.5. Absorcion de dos fotones y liberacion de 6xido nitrico
1.2.5.1. Absorcion de dos fotones

Los procesos de absorcion fotonica siguen la Ecuacion 3,1*”) que describe la atenuacion de
un haz de luz en funcion de su distancia dentro del medio, donde I es la intensidad del haz
de luz incidente, a, B y y son los coeficientes de absorcion de uno, dos y tres fotones,
respectivamente, y z es la distancia dentro del medio. Mientras que la absorcion de un fotén
se encuentra descrita por el primer término, la absorcion multifotonica involucra la

contribucion de términos de mayor orden.

9 _ _ 1 _pr2_ 3
Pl al — pI17 —yI”° .. 3)

Para el caso particular en que la absorcion de dos fotones (TPA, por sus siglas en inglés)

[69] donde N es el nimero

es el proceso dominante, la expresion se simplifica a la Ecuacion 4,
de moléculas por unidad de volumen, F = I /hv es el flujo de fotones y arp4, que se conoce
como la seccion transversal de absorcion de dos fotones, define la capacidad de una molécula
para presentar el fendmeno y encuentra su simil en el coeficiente de extincion molar (¢) para

el proceso de absorcion de un foton.
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a1
Ez_ﬁlz = —NorpaFl (4)

Para moléculas con arquitecturas donador-aceptor o “push-pull”, la TPA se suele
describir empleando un modelo de dos niveles (Figura 5a-b),[®-¢!l que involucra la transicion
de la molécula del estado fundamental (So) a un estado excitado (cominmente el primero,
S1) en dos pasos secuenciales: el primer foton lleva a la molécula a un estado virtual
intermedio y el segundo foton la lleva al estado excitado final; la permanencia en el estado
virtual intermedio es tan efimera que formalmente se considera la absorcién de ambos fotones
como un evento simultaneo. El término push-pull, usado ampliamente en este trabajo, hace
referencia a moléculas que presentan grupos -electrodonadores y electroaceptores
comunicados por un puente 7, de tal forma que el grupo electrodonador “empuja” (push, en

inglés) desnidad electronica y el electroaceptor la “jala” (pu/l, en inglés).

Es importante sefialar ademds que debido a que la TPA varia proporcionalmente con
respecto a I2, este fendmeno requiere la aplicacion de un haz de luz de alta intensidad, por lo
que la TPA se produce de forma significativa Ginicamente en el punto focal de un laser
pulsado, que es un volumen de 1 — 35 pm?® en donde la densidad de fotones es maxima;®?
lo que constituye una diferencia importante con respecto a la absorcion de un foton y se
ejemplifica en la Figura 5c¢ con la fluorescencia por absorcidon de uno y dos fotones para un
colorante organico. La necesidad de emplear un laser explica ademas la razén por la cual,
habiendo sido descrito de manera teérica durante los afios 30°s por Maria Goeppert-Mayer, 6!
este fendmeno fue observado por primera vez hasta 1961 por Kaiser y Garrett,!! poco tiempo

después de la invencién del laser.[]
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Figura 5. Representacion simplificada para los procesos de absorcion de un fotdn (a) y dos
fotones (b) para una molécula dipolar push-pull. Fluorescencia de un colorante tras excitacion

por uno y dos fotones (c). Adaptado con permiso de la Ref. 61.

Como se mencion6 anteriormente, el valor de o7p4 es clave para evaluar la capacidad de
una molécula para presentar eficientemente TPA. Este parametro, que se expresa en unidades
GM (Goeppert-Mayer, 1 GM = 10->%cm*-s/foton), se mide generalmente utilizando la técnica
Z-scan%®! que consiste en aplicar un laser pulsado a una muestra del analito en disolucién; la
intensidad transmitida del laser, 7(z), varia dependiendo de la posicion de la muestra (z) a lo
largo del eje focal del laser, encontrdndose generalmente un minimo de intensidad
transmitida (la mayor atenuacion) cuando la muestra se encuentra en el punto focal del laser
T(z =0), que como se explicoé previamente, corresponde al volumen con mayor intensidad
incidente y es por lo tanto donde se espera un maximo para la TPA. A partir de un ajuste
numérico de las mediciones de 7(z) es posible determinar con precision el valor de grpy.
Alternativamente, este pardmetro puede determinarse convenientemente por la técnica de
fluorescencia por absorcion de dos fotones (TPEF por sus siglas en inglés)!®” en la que se

mide la intensidad fluorescente de una muestra en disolucion tras ser irradiada con un laser
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pulsado; el valor de orp4 para la muestra es obtenido comparando su intensidad fluorescente

con respecto a la de un fluor6foro de referencia con un valor de o7p4 conocido.

En comparacion con la absorcion de un foton, la TPA ofrece diversas ventajas para la
aplicacion clinica de la terapia fotodinamica (PDT) y la quimioterapia fotoactivada (PACT);
la primera es que en vez de usar un foton de energia elevada (tipicamente en la region del
UV), en TPA se usan dos fotones de menor energia (tipicamente en el visible/infrarrojo
cercano), lo cual permite la excitacion del compuesto dentro de la ventana foto-terapéutica;
ademas, si tomamos en cuenta el didmetro usual de una célula eucarionte (10-100 pum),[® y
que la TPA se produce unicamente en el punto focal del laser, resulta evidente que esta
técnica provee una resolucion espacial extraordinaria, suficiente para matar individualmente
una cé¢lula via PDT o PACT, sin afectar tejidos sanos circundantes. Sin embargo, el uso de
TPA en terapia es desafiante, ya que los valores de orp4 para la mayoria de los croméforos
suelen ser muy bajos, por lo que para producir eficientemente la TPA es indispensable un

disefio molecular racional que maximice el valor de orp,.

Quiza la manera mas popular y eficiente para obtener sistemas moleculares con valores
elevados de o7p, sea la construccion de sistemas multipolares, es decir, moléculas con
grupos electrodonadores y electroatractores participando en la formacién de mas de un eje
de transferencia de carga. Sin embargo, esto conduce de forma casi invariable a sistemas con
pesos moleculares muy elevados, cuyo ingreso al medio intracelular puede estar
comprometido, como lo sefialan diversas reglas empiricas como las de Lipinskil®! y
Ghoose,!""! que sefialan que la permeabilidad celular se favorece para compuestos pequefios,
con pesos moleculares cercanos o por debajo de 500 Da. Més atin, se han reportado moléculas

dipolares push-pull con valores de o7p4 en el intervalo de 450 — 1888 GM,!"! que como se
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discute a detalle en la Seccion 1.1.5.3, son valores adecuados para las aplicaciones que
persigue nuestro grupo de trabajo con respecto al uso de TPA en terapia mediante la

liberacion de NO-.

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo decidimos enfocarnos al desarrollo de
sistemas con tamafios moleculares reducidos y arquitecturas push-pull. Algunos ejemplos
representativos para derivados de fluoreno con valores adecuados de o7p4 se muestran en el
Esquema 10, cuyos valores de orp, fueron determinados mediante TPEF con pulsos de
femtosegundos a A = 740 - 940 nm; adicionalmente Seth R. Marder y colaboradores han
encontrado valores de orpy de 1113 — 1888 GM para moléculas estructuralmente

similares.[”1¢]

H5 CZHS C2H5 02H5
O Cry= S0

NC

OTPA = 600 GM OTPA = 450 GM

OTpA = 475 GM OTpPA — 1540 GM

Esquema 10. Compuestos con arquitectura dipolar push-pull y elevadas secciones

transversales de absorcidon de dos fotones (o7py).
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Resulta conveniente sefialar que para moléculas con arquitecturas dipolares push-pull, el
valor de orp, puede aproximarse de acuerdo con la Ecuacion 5,72 donde f es la fuerza del
oscilador, una medida de la intensidad relativa de la transicion electrénica, p, — pigy €s la
diferencia en momento dipolar entre el estado excitado y el basal, respectivamente, I" es el

ancho de la banda de absorcion y Eg, es la energia asociada a la transicion electronica.

167 f (Ue—fig)
5hc?TEge

)

OTpa =

Como se muestra en el Esquema 11, la introduccion de anillos de tienilo representa una
de las estrategias mas exitosas empleadas para incrementar el valor de op4 en sistemas push-
pull dipolares!”®! y multipolares,’# incrementando su valor de 2 a 4 veces. La influencia
electronica debida a la introduccion de este heterociclo suele ser compleja, asociandose a a
diversos factores, entre los que figuran una mejora en la planaridad de la molécula, una

extension del sistema n conjugado (disminuyendo Eg.), €l aumento en la intensidad de la

banda de absorcion (incrementando f) y el rol que este heterociclo llega a tener como un

grupo donador adicional, al tratarse de un sistema m-excesivo.
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G1pa = 5480 GM @ 705 nm (fs-TPEF)

(b)

Esquema 11. Secciones transversales de absorcion de dos fotones para moléculas con

arquitecturas (a) dipolares y (b) cuadrupolares.
1.2.5.2. Terapia fotodinamica via absorcion de dos fotones
Quiza la problematica mas importante para incorporar la TPA tanto en PACT como en PDT

sea que mientras mas bajo es el valor de ogrpy, mayor es la intensidad del laser (P, en Watt)
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y/o los tiempos de irradiacion necesarios para producir el fendémeno, que a valores elevados
puede inducir dafios fototérmicos en el tejido.[””! Esta problematica puede resolverse
desarrollando compuestos con valores elevados de orpy. Para ilustrar esto, en el
Esquema 12 se muestra la estructura del compuesto Verteporfin (19), que result6 util en una
aplicacion interesante para la PDT que no esté relacionada con terapia contra cancer; en este
caso el estrés oxidativo provocado por la generacion de 'O; se uso para la destruccion de un
vaso sanguineo de ca. 15 pm de didmetro en un modelo embrionario,®* " 1o cual podria
resultar util para el tratamiento de derrames oculares. Sin embargo, debido a la elevada
intensidad del laser y el tiempo de irradiacion prolongado (5 min), el uso de este compuesto
podria provocar posibles dafios fototérmicos asociados a la terapia. Es importante aclarar que
la eficiencia real para la fotorreacion en estos sistemas esta dada por el producto @, x grpy
(P, es la eficiencia cuantica de generacion de '0,) para PDT.[!l Remarcablemente, mediante
el uso del dimero porfirinico metalado 20,I’”! con una eficiencia tres 6rdenes de magnitud
mayor a la de 19, fue posible el cierre de arterias con didmetros de ca. 40 um de diametro in
vivo en ratones, necesitandose la mitad del tiempo de irradiacion (a la misma intensidad del
laser) que el necesario para producir el mismo efecto con el compuesto 19, previniendo asi

el posible dafio fototérmico inducido por el laser.

El compuesto 21 es otro ejemplo exitoso de aplicacion in vivo de PDT via TPA;["® la
terapia con este fotosensibilizador resultdé exitosamente en una reduccidon del tamafio
promedio de tumores en ratones en un 43 % con respecto a grupos control, incrementando
asi en ca. 20 % la supervivencia del grupo de ratones tratados con el fotosensibilizador.
Debido a su capacidad de generar estados excitados *MLCT, algunos compuestos de

coordinacion de Ru'l, ejemplificados con el compuesto 22,7 también han sido utilizados
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para PDT via generacion de !O2; los compuestos con eficiencia in vitro y/o in vivo mostraron

valores de o7p, entre 124 y 250 GM y de @, x orp4 entre 92 y 247 GM.[61- 79-80]

HyCO™ > O O

H3CO,C

HsCO,C"

HO,C CO,CH;
HBCO\/\O/\/O\/\O
19 20
o7pa = 31 GM @ 840-890 nm (TPEF) o7pa = 17000 GM @ 916 nm (TPEF)
®, =0.76 ®, = 0.60
oTpA X CDA =24 o1pa X (I)A = 10,200

(ClOy4)g

CH3

o\

= N

; CHs
21
orpa = 885 GM @ 825 nm (TPEF) o1pa = 250GM @ 900 nm (TPEF)
D, =0.26 ®, = 0.99
oTpA X (I)A =230 oTpA X (DA =247

Esquema 12. Algunos fotosensibilizadores usados en terapia fotodinamica via absorcion de
dos fotones, secciones transversales de absorcion de dos fotones (orpy)y eficiencias

cuanticas de generacion de !0 (@,).
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1.2.5.3. Liberacion de oxido nitrico via absorcion de dos fotones

Nuestro grupo de trabajo se encuentra explorando el desarrollo de nitrosilos de rutenio para
aplicaciones en quimioterapia fotoactivada (PACT) a través de la liberacion fotoinducida de
oxido nitrico. Nuestra estrategia para alcanzar la ventana fototerapéutica es distinta a la del
grupo de Mascharak y otros (Seccion 1.1.4), que con este fin han introducido diversos
cromoforos al centro metalico de Ru'! en disposicion trans al grupo NO', sin lograr aiin
alcanzar la ventana fototerapéutica via absorcion de un fotdn; el enfoque de nuestro grupo
para lograr esto es sustancialmente distinto y se basa en la excitacion de los compuestos via
absorcion de dos fotones, que es atractiva debido a las diversas ventajas frente a la absorcion

de un fotén (Seccion 1.1.5.1).

De forma andloga a lo discutido en la Seccion 1.1.5.2 para la PDT, para nuestros sistemas
la eficiencia real de liberacion del radical esta dada por @y, x o7p4.1%1 Si bien resulta dificil
determinar un valor de eficiencia “minimo” para producir una liberacion eficiente del radical,
es importante sefialar que, en el caso de la PDT, eficiencias en el intervalo
®px orpy = 92 — 247 GM resultaron suficientemente altas para aplicaciones in vivo.
Tomando en cuenta ademas, que, como se discutid en la Seccion 1.1.4., la produccion de
concentraciones bajas del radical pueden producir proliferacion celular en vez de muerte
celular por apoptosis, resulta clara la necesidad de desarrollar nitrosilos de rutenio con
eficiencias cercanas o mayores a 100 GM para producir satisfactoriamente la liberacion de

NO' via TPA.

Es asi que nuestro grupo reportd en 2014 la liberacion de NO* de nitrosilos de rutenio

con un ligante tridentado tipo 2,2°:6°,2”’-terpiridina funcionalizado con el grupo 9H-fluoreno

43



en la posicion C-4’;1%21 Ia eleccion de este sustituyente se basé en la amplia evidencia en la
literatura de valores elevados de orp, para derivados de fluoreno.[®¥ La estructura de los
sistemas estudiados se muestra en el Esquema 13 que corresponden a los isémeros cis(CL Cl)-
[Ru(FT)Cl2(NO)](PFs) (cis-23) y trans(CL,Cl)-[Ru(FT)CI2(NO)](PFs) (trans-23), donde FT
= 4’-(9H-fluoren-2-il)-2,2’:6’,2’-terpiridina. Estos dos isomeros, que se generan debido al
uso de K>[RuCls(NO)] para la coordinacién del rutenio, requieren purificacion mediante
HPLC seguida por metatesis con NH4PFg, lo cual es un proceso tedioso y relativamente caro.
En este primer estudio, se encontrd que cis-23 posee un valor de @y, tres veces mayor que
el isdbmero trans-23, lo cual se asocia con el efecto trans del cloruro, favoreciendo la
fotoliberacion en cis-23; ademas hay un ligero desplazamiento batocrémico para trans-23,
que se asocid con la presencia de un sistema m-conjugado més extendido y una arquitectura
push-pull mas eficiente en este caso, ya que el ligante nitrosilo (electroaceptor) se encuentra
en el mismo plano que el grupo electrodonador (el ligante terpiridinico), lo que resulta en

una mejor comunicacion entre ambos.
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B PR B PR
R = H (cis-23) R = H (trans-23)
Amax = 389 nm Amax = 414 nm
(DNO =0.22 CDNO =0.07
R= CGH13 (CiS-24) R = C6H13 (tranS-24)
Amax = 395 nm Amax = 421 nm
(DNO =0.23 (DNO =0.08
o7pa = 100 GM @ 800 nm (Z-scan) o1pa = 87 GM @ 800 nm (Z-scan)
oTpA X CDNO =23 GM oTpA X CDNO =7 GM

Esquema 13. Estructura y propiedades fotofisicas de nitrosilos de rutenio con ligantes tipo

2,2°:6’,2°’-terpiridina conteniendo grupos 9H-fluoreno.

Debido a la ausente fluorescencia de estos compuestos, se escogio la técnica de Z-scan
para la determinacion de arpy, sin embargo, dado que ésta requiere la preparacion de una
solucion concentrada del analito (en el orden de 10 M), los compuestos cis-23 y trans-23,
con una baja solubilidad en disolventes orgéanicos, resultaron inadecuados para las
mediciones, lo que motivo la preparacion de los compuestos cis-24 y trans-24 que poseen
cadenas de n-hexilo en el fluoreno y resultaron notablemente mas solubles, con lo que se

lograron determinar confiablemente sus valores de orp,,[’? que a pesar de ser respuestas
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relativamente elevadas, debido a los valores bajos de ®p,, estos compuestos resultan

inadecuados para PACT.

Como una forma de facilitar el proceso de sintesis de nitrosilos de rutenio y evitar el
tedioso proceso de purificacion de los isémeros cis(Cl,Cl) y trans(Cl,Cl) previamente
mencionado, se sintetizaron los compuestos 25-26 (Esquema 14).[7> 811 Por otro lado, la
incorporacion de sustituyentes 4-metoxifenilo en los compuestos 27-29'34 fue motivada por
la hipétesis de que la introduccion de grupos donadores favoreceria la transferencia de carga
hacia el fragmento Ru-NO, lo cual podria resultar en mayores valores de @ ; sin embargo,
si bien hay un incremento sustancial en el valor de grp4 en 26 en comparacion con 25, esta
familia de compuestos resultd notablemente menos fotorreactiva que los compuestos con dos
ligantes cloruro, reflejado en valores de @, de uno a dos 6rdenes de magnitud menores que
los sistemas con dos ligantes cloruro. Ademas, si bien la introduccion de un ligante adicional
tipo 2,2’-bipiridina es atractivo puesto que introduce ejes de transferencia de carga
adicionales en el compuesto, como se menciond en la Seccidn 1.1.4 este tipo de nitrosilos de

s,1% sufren un

rutenio, estudiados por primera vez en el 2006 por da Silva y colaboradore
proceso indeseable en medio acuoso en que el ligante nitrosilo se transforma en nitrito; esta

inestabilidad quimica limita fuertemente las aplicaciones en terapia para estos sistemas.
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25 26
Amax =451 nm Amax = 480 nm
Do = 0.06 Dpo =0.01
otpa = 108 GM @ 800 nm (Z-scan)  o1pa = 159 GM @ 800 nm (Z-scan)
o1pa X @No =7 GM o1pa X ONo =2 GM

OMe

28
Amax = 458 nm

q)NO =0.024
otpa = No determinada

OMe

27

Amax = 420 nm
(DNO =0.08

(PFeg)3

otpa = No determinada

OMe

OMe

29
Amax = 421 nm

q)NO =0.002

otpa = No determinada

(PFe)3

Esquema 14. Estructura y propiedades fotofisicas de nitrosilos de rutenio con ligantes

funcionalizados tipo 2,2’-bipiridina y 2,2°:6’,2”’-terpiridina.

En resumen, nuestro grupo de investigacion ha trabajado extensamente con tres distintas

esferas de coordinacion (Esquema 15), la familia A y B con dos ligantes cloruro y la familia
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C con el reemplazo de los dos cloruros por un ligante de 2,2’-bipiridina. Las eficiencias
obtenidas hasta ahora para nitrosilos de rutenio con liberacién de NO* via TPA se encuentran
en el intervalo de 2 - 23 GM, dificultando asi la aplicacion de estos sistemas y despertando
nuestro interés en el disefio y evaluacion de nuevos compuestos que presenten eficiencias

mas cercanas o mayores a 100 GM.

Para encontrar sistemas mas eficientes, es necesario tomar en cuenta dos variables, @y,
y Orpa, dos propiedades moleculares independientes entre si. Con respecto a @, como se
discute en la Seccion 1.1.6., es un parametro clave pero dificil de predecir; sin embargo es
importante recalcar que la familia C ha producido valores sustancial y reiteradamente
menores de @y, en el intervalo de 0.002 a 0.08, que para alcanzar una eficiencia real de 100
GM harian necesarios valores de o7p4 = 1250 — 50,000 GM, que se alcanzan tipicamente en
sistemas multipolares de peso molecular elevado,*”) los cuales que pueden probablemente
tener comprometida la permeabilidad al medio intracelular, como se discutio en la Seccion
1.1.5.1. Contrastantemente, las familias A y B han mostrado valores de @y, en el intervalo
de 0.22 — 0.39 y 0.05 — 0.12, respectivamente, haciendo necesarios valores de o7py
considerablemente menores, en el intervalo de 256 — 450 GM y 833 — 2000 GM,
respectivamente, que podrian razonablemente alcanzarse con compuestos de peso molecular

bajo y arquitecturas dipolares push-pull.
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NO + Cl +
Ru—_Cl Ru—NO
u—=C ~ u
Cl Cl
A B

3+

Esquema 15. Tres familias de nitrosilos de rutenio estudiados por nuestro grupo de trabajo.

Finalmente, como se discutid con anterioridad, la inestabilidad en medio acuoso en
ausencia de luz es un factor que limita en ocasiones las aplicaciones de estos sistemas. En un
esfuerzo para estudiar el potencial uso de estos compuestos en medio acuoso, recientemente
nuestro grupo publicd que una muestra pura del compuesto #rans-23 evoluciona en agua de
acuerdo con la reaccion mostrada en el Esquema 16, en donde se obtiene el intercambio de
ligante C1—OH produciéndose la especie trans(NO,OH)-[Ru(FT)(NO)(OH)(C1)](PFs) (30)
donde FT = 4’-(9H-fluoren-2-il)-2,2”:6°,2* -terpiridina.’**! Este derivado, que produce
concentraciones locales de NO® en medio acuoso cercanas a 250 nM, resultd capaz de inhibir
en un 50 % la viabilidad celular de cultivos de S. epidermidis resistente a meticilina, como
resultado de la irradiacion del compuesto via absorcion de un foton. Sin embargo, si bien 30
fue identificado a partir de soluciones acuosas por diversas técnicas, incluyendo difraccién
de Rayos-X de monocristal, una limitante importante para continuar con los estudios de estos
sistemas radica en la ausencia de una estrategia sintética adecuada para obtenerlos, que no

habia sido realizado hasta el presente trabajo.
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trans-23 30

Esquema 16. Evolucion quimica en agua del compuesto trans-23.

1.2.6. Aspectos fotoquimicos de la liberacion del 6xido nitrico

Como se mencion6 en la Seccion 1.1.4, de forma general el proceso de fotdlisis en nitrosilos
de rutenio implica dos procesos después de la fotoexcitacion: el cambio de oxidacion del

centro metalico de Ru'! a Ru!

y el reemplazo del ligante nitrosilo por una molécula de
disolvente. La Figura 6 muestra una evolucion espectral tipica para la fotolisis de nitrosilos
de rutenio con ligantes polipiridinicos, con bandas para el fotoproducto (espectro rojo)
cercanas a A = 350 nm y A = 630 nm, la Gltima asociada a transferencia de carga del ligante

A partir de estas evoluciones espectrales, es posible obtener el

al centro metélico de Ru
valor del rendimiento cudntico de fotoliberacion (®no), definido como el numero de
moléculas de NO" liberadas entre el numero de fotones absorbidos, representando asi la

eficiencia de la fotorreaccion. El procedimiento mediante el cual se determina este parametro

se discute detalladamente en las Secciones 1.4.5y 1.6.7.
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Figura 6. Evolucion espectral para la fotdlisis (Air = 405 nm) de trans-23 en acetonitrilo.

Adaptado con permiso de la Ref. 82.

Finalmente, es importante sefialar que el mecanismo exacto por el cual se libera el radical
de los nitrosilos de rutenio es ain un tema controversial y no ha sido elucidado
completamente,® lo cual ha complicado establecer correlaciones generales entre factores
estructurales y el valor de ®no, como lo observado para los compuestos cis/trans-(32-35)
(Esquema 17) informados por nuestro grupo de trabajo, que si bien muestran una modulacién
clara. de las  propiedades  fotofisicas  dependiendo de los  grupos
electrodonadores/electroatractores presentes y de la estereoquimica en el centro metalico,
resultd imposible establecer una correlacion entre las propiedades electronicas del ligante y

el valor de ®no. Sin embargo, es importante recalcar que el modelo mecanistico mas
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aceptado para la liberacion del radical involucra varios rearreglos geométricos del ligante
nitrosilo y la transicidn electronica de la molécula a través de la absorcion secuencial de dos
fotones de energias especificas.®®! Ademas, es generalmente aceptado que buena parte del
proceso de fotdlisis tiene un origen en la transferencia de carga fotoinducida del ligante al
fragmento Ru-NO, lo cual polariza densidad electronica hacia orbitales moleculares con
caracter antienlazante para el enlace Ru-NO, debilitandolo y produciendo la liberacion del
radical,®! por lo que usualmente las modificaciones estructurales que mejoran la
transferencia de carga hacia el centro metélico tienen efectos positivos en la eficiencia

cuantica.

PFg
}"max (nm) q)NO 7"max (nm) cI)NO
R = NO, (cis-32) 352 0.24 R = NO, (trans-32) 357 0.05
R =H (cis-33) 330 0.39 R = H (trans-33) 350 0.12
R = Br (cis-34) 344 0.32 R = Br (frans-34) 354 0.1
R = OMe (cis-35) 367 0.28 R = OMe (trans-35) 387 0.07

Esquema 17. Estructura y propiedades fotofisicas de nitrosilos de rutenio con ligantes tipo

2,2°:6°,2”-terpiridina sustituidos con fenilos funcionalizados (Ref. 49).
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1.3. HIPOTESIS

e Laintroduccion de anillos de tienilo en la estructura del ligante terpiridinico en nitrosilos
de Ru(Il) con formulas RuClx(R-tpy)(NO)](PFs) y trans(Cl,Cl)-[RuCl(R-tpy)(NO)](PFs)
(R-tpy es un ligante tipo 2,2°:6’,2°’-terpiridina) producira modificaciones sustanciales en las
propiedades fotoquimicas y fotofisicas de los compuestos, sirviendo como una estrategia para

incrementar la eficiencia de la liberacion de 6xido nitrico via absorcion de dos fotones.

e Sera posible obtener una metodologia sintética adecuada, evitando pasos de purificacion
por HPLC, para la obtencidon de nitrosilos de Ru(Il) con féormula trans(NO,OH)-[Ru(R-
tpy)(C)(OH)(NO)](PFs), identificados en estudios previos como potenciales agentes

terapéuticos, debido a su estabilidad en medio acuoso.
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1.4. OBJETIVO

e Investigar la influencia de la introduccion de anillos de tienilo en las propiedades
fotoquimicas y fotofisicas de nitrosilos de rutenio con la formula general cis(Cl,Cl)-
[RuCl2(R-tpy)(NO)](PFs) y trans(CLCl)-[RuClx(R-tpy)(NO)](PFs), donde R-tpy es un

ligante tipo 2,2°:6’,2°’-terpiridina.

NO PFg Cl PF

Ru—Cl Ru—NO

Cl Cl

¢is(CI,Cl)-[RuCl,(R-tpy)(NO)](PF¢) trans(CI,Cl)-[RuCly(R-tpy)(NO)](PFe)

1.4.1. Objetivos particulares

e Desarrollar una estrategia sintética adecuada para la obtencion de nitrosilos de rutenio
con formula general frans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs), donde R-tpy es un
ligante tipo 2,2’:6’,2”’-terpiridina, que no involucre la purificacion via HPLC de los
materiales de partida. Determinar los perfiles de absorcion, ®no y la concentracion de NO*

maxima alcanzada en agua para los sistemas estables en medio acuoso.

e Estudiar la estereoselectividad del intercambio de ligante C1-OH a partir de los
isomeros cis(CL,Cl)- y trans(Cl,Cl)-[RuClx(R-tpy)(NO)](PFs), para establecer si se obtiene
el mismo producto, trans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs), independientemente de

la estereoquimica del isdmero de partida.
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1.5. RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1. Disefio y modelado computacional de los compuestos objetivo

Como se discutid a detalle en la Seccion 1.1.5.3, para llevar a la practica terapéutica la
liberacion del 6xido nitrico via absorcion de dos fotones (TPA) a partir de nitrosilos de
rutenio, es necesario incrementar la eficiencia de liberacion del radical, en términos de
®no X 0rpa, a valores cercanos o superiores a 100 GM. En el presente trabajo decidimos
enfocarnos al estudio de nitrosilos de Ru' con dos ligantes cloruro, que como se discutid
anteriormente, han mostrado los valores de ®,, mas elevados en los sistemas estudiados
hasta ahora por nuestro grupo; debido a esto, es posible que cambios discretos en la estructura
molecular puedan permitirnos alcanzar mas facilmente eficiencias adecuadas. Dada la
complejidad en la prediccion estructural para maximizar @y, decidimos enfocarnos en
maximizar el valor de o7p,4, manteniendo un peso molecular bajo al emplear compuestos con

arquitectura dipolar push-pull.

De esta manera, nuestro estudio se enfocé a la modificacion del ligante tridentado,
tomando como estrategia la introduccion de un anillo de tienilo como puente © entre el nucleo
de 2,2°-6°,2”’-terpiridina y su sustituyente (9H-fluoreno); como se discutié en la Seccioén
1.1.5.1, diversos estudios han demostrado que la introduccion de este heterociclo constituye
una manera atractiva y relativamente simple de incrementar sustancialmente el valor de o7py4
en moléculas dipolares y multipolares. Es asi como nos planteamos la introduccion del anillo
de tienilo en los sistemas mas eficientes reportados hasta ahora, cis-RuFT y trans-RuFT
(Figura 7), dando lugar a los sistemas cis-tph-RuFC; T y trans-tph-RuFC, T, respectivamente.
Esta modificaciéon aumenta la distancia entre el donador (fluoreno) y el aceptor (Ru-NO) y

con ello su momento dipolar, lo que, de acuerdo con lo discutido en la Seccion 1.1.5.1, se
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traduce generalmente en un incremento de orps en sistemas push-pull 7' Ademas, de
acuerdo con las geometrias calculadas al nivel B3PW91/6-31G*, esta modificacion da lugar
a ligantes con angulos interanulares reducidos, lo que debe mejorar la transferencia de carga
hacia el centro metélico y con ello formar un sistema push-pull mas eficiente, lo que, una vez

mas, frecuentemente se traduce en un incremento de gpp4.l7!5 7374

Figura 7. Geometrias optimizadas en acetonitrilo para los cationes de nitrosilos de rutenio
sin incorporar (arriba) e incorporando (abajo) puentes de tienilo, al nivel de teoria

B3PW91/6-31G*.

En este punto, es importante recalcar que el incremento en los valores de orp, por la
inclusion de un puente de tienilo puede asociarse a diversos factores; al introducir este
heterociclo, ademas de extender el sistema m—conjugado y por lo tanto incrementar la
longitud del eje de transferencia de carga, también se puede alterar la arquitectura electronica
de la molécula, ya que el tienilo puede potencialmente actuar también como un grupo

donador eficiente, al tratarse de un sistema m-excesivo.
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En vista de este complejo escenario y con la intencidon de investigar el origen de la
modulacion de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de nuestros sistemas, se decidid
incluir en nuestro estudio otro grupo de compuestos cuyas geometrias optimizadas se
muestran en la Figura 8. Especificamente, para evaluar si la modulacion de las propiedades
se origina por una participacion del tiofeno como donador y no debido a la extension del
sistema m-conjugado, incluimos los sistemas Ru-PhT y Ru-tphT donde los anillos de tienilo
y fenilo acttian como donadores. De la misma manera, el sistema Ru-Ph-FT, que incorpora
anillos de fenilo, al contar con ejes de transferencia de carga de la misma longitud que sus
analogos con tienilo, sirve como una referencia para descartar esta variable y evaluar el efecto
introducido por la planaridad mejorada y el posible rol como donador del tienilo. Como puede
observarse, una vez mas las geometrias optimizadas muestran angulos interanulares
reducidos para los sistemas con el anillo de tienilo como grupo donador, lo cual es alentador,
ya que, como se discutid anteriormente, esto puede inducir una transferencia de carga
mejorada hacia el centro metalico y con ello propiedades fotofisicas y fotoquimicas

mejoradas.
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Figura 8. Geometrias optimizadas en acetonitrilo para los cationes de nitrosilos de rutenio
sin incorporar (arriba, medio) e incorporando (abajo) anillos de tienilo, al nivel de teoria

B3PW91/6-31G*.
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1.5.2. Sintesis y caracterizacion estructural

Para la sintesis de los compuestos objetivo con los anillos de fenilo y tienilo como donadores
se empleod la ruta de sintesis mostrada en el Esquema 18, que empieza por la preparacion de
los ligantes tridentados para lo que se empleo la sintesis de piridinas de Krohnke;®®! que
consistio en la condensacion de Claisen-Schmidt entre los aldehidos aromaticos 36a,b y 2-
acetilpiridina (37) dando lugar a las azachalconas 38a,b en rendimientos altos,®”! seguida por
la adicion de Michael del enolato de la sal de piridinio 39 (obtenida por tratamiento de 37
con yodo en piridina),’® rindiendo en presencia de una fuente de amoniaco los ligantes 40a,b
en rendimientos moderados.®”! La identidad de estos ligantes y de sus precursores fue
corroborada por RMN-'H, encontrandose una buena concordancia entre los resultados
obtenidos y los reportados previamente en la literatura para estos compuestos. Ademas, fue
posible obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal de los
compuestos 38b y 39 (Figura 9), permitiendo corroborar inequivocamente sus estructuras
moleculares. La ausencia de estudios cristalograficos sobre el compuesto 39 nos motivo a
informar un analisis estructural detallado para este compuesto (Anexo 3);°% es importante
sefalar se espera que la naturaleza del donador de Michael, como 39, tenga un rol decisivo

en el curso de reaccion para la obtencion de este tipo de ligantes tridentados.

Una vez obtenidos 40a,b, se continu6 con la sintesis de los compuestos objetivo. El
tratamiento de soluciones etanodlicas de estos ligantes con cloruro de rutenio(III) produjo los
compuestos 41a,b con rendimientos moderados debidos a la formacidon concomitante de la
especie [Ru(40a,b)2](Cl»); la identidad y pureza de estos compuestos se corroboré mediante
analisis elemental, dando resultados satisfactorios. Soluciones de los compuestos 41a,b en

DMF fueron calentadas a 85 °C y burbujeadas con 6xido nitrico, producido por la adicion
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lenta de acido nitrico diluido sobre cobre, para rendir los compuestos finales 42a,b en
rendimientos altos; es necesario sefialar que, de acuerdo a analisis por RMN-'H (Figuras
anexas S1 y S2) el crudo de reaccion estaba constituido principalmente (> 98 %) por la
mezcla de los isomeros  cis(CL,Cl)-[RuCl»(40a,b)(NO)](Cl) 'y trans(Cl,Cl)-
[RuCl»(40a,b)(NO)](CI) que por simplicidad se denominaran cis-42a,b y trans-42a,b en
adelante. Los resultados de RMN-'H para 42a, concordaron con lo previamente informado

por nuestro grupo para este compuesto.[49]

37

I ‘ Piridina

10
S NS E
| ® 4 |

| VNI 7/8
3N ¢}
X ' ’
o) | NaOH N A6 39 (75 %)
L+ “ AN
Ar H I N MeOH/H,0 N, NH4OAc, EtOH
8

. 38a (92 %) 40a (70 %)
36a-b 37 38b (83 %) 40b (53 %)
Cl
RUC|3 'XHzo
EtOH

41a (63 %) 42a (92 %)
41b (76 %) 42b (97 %)
3' 2' S o ‘-%1
e T
4 3
a b

Esquema 18. Ruta de sintesis y numeracion para los compuestos 42a,b.
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Después de la purificacion por HPLC en fase reversa, seguida por metatesis con NH4PFg
acuoso, la identidad de los compuestos cis-42a,b y trans-42a,b, como sus sales de PFs, se
corrobor6 por medio de RMN de 'H y °C, EMAR vy anélisis elemental. La presencia del
ligante nitrosilo se corroboré mediante espectroscopia IR, mostrando bandas intensas
alrededor de v = 1900 y 1890 cm™! para VNO en los isémeros trans y cis, respectivamente;
estos valores son indicativos de una coordinacion lineal del nitrosilo, que se presenta
tipicamente en el intervalo de v = 2400 - 1800 cm™!, en contraste con una coordinacion

angular, con VNO en el intervalo v = 1600 — 1400 cm™ .[*”]

Figura 9. Estructura cristalina de los compuestos 38b y 39. Los elipsoides térmicos estan

dibujados al 50 % de probabilidad para todos los 4&tomos distintos de hidrogeno.

La asignacion inequivoca de las sefiales de RMN de los compuestos 42a,b se realizo
empleando un conjunto de técnicas de RMN bidimensional que incluyd experimentos de
correlacion homonuclear ('H-'H) COSY y NOESY vy heteronuclear (‘H-*C) HSQC vy
HMBC; en todos los casos dos sistemas de espin fueron facilmente identificados, el primero
correspondiente a los sustituyentes enlazados al carbono C-8 y el segundo a los anillos de
piridina laterales, que aparecen como multipletes notablemente desplazados a campo bajo
debido al caracter fuertemente electroaceptor de los anulares sp? coordinados al centro

metalico. A manera de ejemplo, en la Figura 10 se muestra una comparacion entre los
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espectros de RMN-'H de los isdmeros cis-42b y trans-42b, donde la principal diferencia es
el desplazamiento a campo bajo de la sefial del hidrogeno H-1 para el isémero cis. Es
importante sefalar que la diferencia importante entre los desplazamientos quimicos de los
hidrogenos H-3" y H-4’ (Ad) de alrededor de 0.7 ppm, que puede explicarse analizando el
hibrido de resonancia que resulta tras la transferencia de carga del tienilo al centro metélico
(Esquema 19) que deja una carga parcial en C-3” y C-5°, desprotegiendo estos nucleos,
mientras que C-4’ permanece sin cambios. Es importante sefialar que todos los nitrosilos de
rutenio estudiados en esta tesis con fenilos como donadores o puentes m mostraron
AJ significativamente menores entre los hidrogenos en estas posiciones, lo que constituye
una primera evidencia soportando la hipdtesis de una transferencia de carga mas efectiva
debida a la introduccion de los anillos de tienilo, para los que las estructuras mesoméricas B

y C tendrian una mayor contribucién que en sus analogos con fenilo.
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Figura 10. Comparacion de los espectros de RMN-'H (CDs;CN, 400 MHz) para los

compuestos cis-42b y trans-42b.
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Esquema 19. Algunas estructuras mesoméricas e hibrido de resonancia para trans-42b.

Se lograron obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal de
los compuestos cis-42b y trans-42b por difusion lenta de éter etilico en soluciones de los
compuestos en acetonitrilo, con lo cual se corroboraron las estructuras de ambos compuestos
(Figura 11), mientras que cis-42b cristalizd con un solo catiéon en la unidad asimétrica
(Z° = 1), para trans-42b se encontraron dos cationes cristalograficamente independientes
(Z’=2). En la Tabla 1 se incluyen las distancias y d&ngulos de enlace caracteristicos, donde
se pueden apreciar angulos cercanos a 180 ° para el fragmento Ru-N-O, en concordancia con
la coordinacion del NO* como NO'; la presencia de un cluoruro en posicion trans al nitrosilo
en cis-42b produce una distancia N-O mayor debido a que el cloruro, al donar densidad
electronica, aumenta la retrodonacion Ru—NO y con ello la densidad electronica en el orbital
n*(NO), reduciendo el orden de enlace N-O; esto se observa con la reduccion de la distancia
Ru-NO, ya que al haber una mejor retrodonacion hacia el nitrosilo, se fortalece su interaccion

con el centro metalico.
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Figura 11. (a) Estructuras cristalinas para los cationes en los compuestos cis-42b (izquierda)
y trans-42b (derecha). Interacciones supramoleculares relevantes en la red cristalina de (b)
cis-42b y (c) trans-42b. Los elipsoides térmicos estan dibujados al 50 % de probabilidad.

Los atomos de hidrogeno se omiten por claridad.
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Tabla 1. Distancias (A) y angulos de enlace (°) relevantes para cis-42b y trans-42b.

cis42b trans-42b
mol 1 mol 2
Ru(1)-N(1) 1.7617(14) 1.777(2) 1.754(2)
Ru(1)-N(2) 2.0863(14) 2.075(2) 2.069(2)
Ru(1)-N(3) 1.9869(13) 1.999(2) 2.005(2)
Ru(1)-N(4) 2.0930(13) 2.088(2) 2.069(2)
Ru(1)-CI(1) 2.3934(7) 2.3312(7) 2.3666(7)
Ru(1)-CI(2) 2.3501(7) 2.3718(7) 2.3459(7)
N(1)-0(1) 1.1380(18) 1.126(3) 1.125(3)
N(1)-Ru(1)-NQ3) 96.83(5) 175.59(10) 176.71(11)
NG3)-Ru(1)-N(4) 79.42(5) 78.26(9) 78.84(9)
CI(1)-Ru(1)-CI(2) 87.766(17) 174.80(3) 172.35(3)
CI(1)-Ru(1)-N(1) 88.55(4) 95.67(8) 91.07(7)
Ru(1)-N(1)-O(1) 174.93(13) 175.9(3) 172.92)

Es importante sefialar que la reduccion del orden de enlace N-O deberia correlacionar
con una disminucion del angulo Ru-NO para cis-42b, que resulta el caso unicamente al
compararse con una de las moléculas cristalograficamente independientes del isomero trans
(mol 1), la discrepancia con respecto a mol 2 se debe a la presencia de un contacto
supramolecular CI...O-N con una distancia de 3.264(5) A que reduce el angulo Ru-NO. En
la Figura 12 se muestra una descripcion grafica de este conjunto de observaciones

geométricas, que se encuentran en buen acuerdo con estudios previos del grupo.[+- 82
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Para la sintesis de los compuestos objetivo con anillos de fenilo y tienilo como puentes
n, fue necesario sintetizar los ligantes siguiendo la ruta sintética que se detalla en el
Esquema 20 e involucra la preparacion de los sintones 46 y 48a,b; la preparacion de 46
comienza por la bromacion radicalaria de 9H-fluoreno (43) empleando
N-bromosuccinimida,®!! el derivado bromado correspondiente (44) se someti6 a una
reaccion de alquilacion en la posicion C-9 empleando bromohexano y TBAB como agente
de transferencia de fase para rendir 45,°2! que posterior a una reaccion de borilacion
empleando n-BuLi como base y B(OMe)3 como electrofilo rindio el sinton deseado (46)
después de un tratamiento 4cido.”**! Por otra parte, los sintones 48a,bl®* se obtuvieron
satisfactoriamente empleando una sintesis de Krohnke modificada®! entre los aldehidos
aromaticos 47a,b y 2-acetilpiridina (37); esta reaccion multicomponentes rindié los
compuestos deseados en rendimientos moderados. La identidad de estos precursores
sintéticos fue corroborada por RMN-'H, encontrdndose una buena concordancia entre los

resultados obtenidos y los reportados previamente en la literatura para estos compuestos.

Finalmente, mediante un acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura entre 46 y 48a,b,
empleando Pd(PPh3),Cl, como catalizador, los ligantes finales (49a,b) se obtuvieron
satisfactoriamente. La identidad de estos ligantes se corrobord por medio de RMN de 'H y
BC y EMAR; ademis se realiz6 una asignacion inequivoca de las sefiales de RMN
empleando un conjunto de técnicas de RMN bidimensional que incluy6 experimentos de
correlacion homonuclear ('H-'H) COSY y NOESY vy heteronuclear ('H-*C) HSQC vy

HMBC.
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Figura 12. Superposicion de las esferas de coordinacion en las estructuras cristalinas de cis-
42b (azul) y trans-42b (rojo). Por claridad se omiten los atomos de hidrogeno y el

sustituyente de tienilo en el ligante tridentado.

68



NN g,

8 9 o9p ! ) .
. NBS 72 Br NaOH, TBAB (i) n-BuLi, THF
O O Acetona ap 4a\—/, DMSO/H,0 (i) B(OMe), 7
6 5 4 (iii) HCI
43 44 45 46
(88 %) (97 %) (89 %)
Br
A
+ 2 |N/ 1) KOH, EtOH 46 .
5 2) NH,OH Pd(PPh3),Cl,, K2CO3
1) H Tolueno/MeOH
37
47a
49a
(72 %)
Br.
- B 46
S ) 4o > 1) KOH, EtOH
I 2) NH,OH Pd(PPh3),Cl,, K2CO3
10 H Tolueno/MeOH
47b 37

Esquema 20. Sintesis y numeracion para los ligantes 49a,b.
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Una vez obtenidos los ligantes 49a,b, se realiz6 la sintesis de los compuestos objetivo
51a,b (Esquema 21), los cuales fueron obtenidos en rendimientos altos siguiendo la misma
ruta sintética en dos pasos explicada anteriormente para 42a,b (vide supra). Después de la
purificacion por HPLC en fase reversa, seguida por metatesis con NH4PFs acuoso, la
identidad de los compuestos cis-51a,b y trans-51a,b, como sus sales de PFg, se establecio la
estructura por medio de RMN de 'H y '°C, EMAR vy anilisis elemental. La presencia del
ligante nitrosilo se corrobor6 mediante espectroscopia IR, mostrando bandas intensas

alrededor de v = 1910 y 1890 cm™! para vNO en los isémeros trans y cis, respectivamente.

R Cl
RuCls -xH,0 N
49a-b 3+XHy 3 0O(g)
EtOH ] N, DMF
u
1
c” |
Cl
50a (92 %) 51a (> 99 %)
50b (80 %) 51b (77 %)

Esquema 21. Sintesis y numeracion de los compuestos 51a,b.

Al igual que con los ligantes, se realizd una asignacion inequivoca de las sefales de
RMN para los compuestos 51a,b. En la Figura 13 se muestra una comparacion entre los
espectros de RMN-'H para los compuestos trans-51a,b, donde se aprecia un desplazamiento
a campo alto para todos los hidrégenos del nucleo de terpiridina, indicando una mejor
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transferencia de carga hacia éste, lo cual se evidencia ademas con el Ad considerablemente
mayor para los hidrégenos del anillo de tienilo (H-3°/H-4") que para los del fenilo (H-2’/H-
3); de esta manera los estudios de RMN proveen una primera indicacion de una transferencia
de carga mejorada como consecuencia de la introduccion de anillos de tienilo, tanto como

puentes T como grupos donadores.

Figura 13. Comparacion de los espectros de RMN-'H (CD;CN, 400 MHz) para

trans-51a (arriba) y trans-51b (abajo).
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Se lograron obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal
trans-51a, con lo cual se corrobord inequivocamente su estructura molecular (Figura 14); la
unidad asimétrica estd compuesta por dos cationes [frans-51a]” cristalograficamente
independientes aunque geométricamente similares, dos contraiones de PF¢ y una molécula
desordenada de éter etilico del proceso de cristalizacion. En la Tabla 2 se incluyen las
distancias y angulos de enlace caracteristicos, donde se pueden apreciar angulos cercanos a

180 ° para el fragmento Ru-N-O, en concordancia con la coordinacion del NO como NO™.

Figura 14. (a) Estructura cristalina e (b) interacciones supramoleculares relevantes para el
cation en el compuesto frans-51a. Los elipsoides térmicos estan dibujados al 50 % de

probabilidad. Los 4&tomos de hidrogeno se omiten por claridad.
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Tabla 2. Distancias (A) y angulos de enlace (°) relevantes para trans-51a.

trans-51a
mol 1 mol 2
Ru(1)-N(1) 1.758(5) 1.761(5)
Ru(1)-N(2) 2.078(5) 2.072(4)
Ru(1)-N(3) 1.994(4) 1.996(4)
Ru(1)-N(4) 2.073(5) 2.078(4)
Ru(1)-CI(1) 2.3557(17) 2.3546(15)
Ru(1)-CI(2) 2.3523(17) 2.3555(15)
N(1)-0(1) 1.145(6) 1.147(6)
N(1)-Ru(1)-NQ3) 176.8(2) 175.42)
NG3)-Ru(1)-N(4) 78.46(18) 78.44(17)
CI(1)-Ru(1)-CI(2) 169.20(6) 172.24(5)
CI(1)-Ru(1)-N(1) 94.09(19) 95.08(17)
Ru(1)-N(1)-O(1) 174.8(5) 173.3(4)

En este punto es importante sefialar que las estructuras cristalinas de frans-42b y
trans-51a mostraron empaquetamientos cristalinos con caracteristicas similares e inusuales;
ambas estructuras muestran contactos supramoleculares NO---:ON con distancias de 2.566 y
2.918 A y angulos (N-O...0) de 172.7 y 176.2 °, respectivamente. Dado que el nitrosilo esta
coordinado como NO¥, el oxigeno esta parcialmente cargado, haciendo este tipo de contactos
entre grupos NO adyacentes, aparentemente desconocidos hasta este trabajo, poco probables

de ocurrir. Debido a la carga de los fragmentos involucrados, estas interacciones
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supramoleculares pueden tentativamente clasificarse como catién-cation, un tipo de
interaccion para la que solo recientemente se ha encontrado evidencia cristalografica en sales

cuaternarias de amonio,”®

con entalpias de formacion para dimeros cristalograficos
cation-cation de AH = - 48.7 kcal/mol, indicando una estabilizacion clara de la red cristalina
como consecuencia de esta interaccion, lo que se asocioé a una compensacion de las cargas
positivas a través de enlaces de hidrogeno con contraiones cercanos. En el caso de trans-42b

y trans-51a, los contactos cation-cation parecen estabilizarse mediante contactos cercanos o

“puentes” de los cationes con contraiones cercanos de PFg, estableciéndose contactos F:--O

con distancias de 2.742 — 2.948 A. Por otra parte, se observan también apilamientos m-7

desplazados®”!

entre anillos ricos en electrones (tienilo/fenilo) y anillos de piridina
deficientes electronicamente, con distancias intercentroide de 3.472 y 3.820 A,
respectivamente; dada la complementariedad de estos apilamientos, se espera que estas
interacciones, relativamente fuertes,[®’® contribuyan junto con las interacciones idnicas
previamente descritas, como una importante fuerza motriz del proceso de cristalizacion. En
su conjunto, estas interacciones resultaron en un autoensamble peculiar para ambos
compuestos (Figura 15), alternando capas de grupos tienilo/fluorenilo apilados y capas de
centros metalicos y contraiones orientados cara a cara, lo que colectivamente resulta en
materiales cristalinos anfifilicos. Es importante senalar que la formacion de materiales

anfifilicos basados en fluorenos dialquilados en C-9 esta bien documentada y da lugar a

diversas nanoestructuras, cominmente micelares.*®!
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Figura 15. Proyecciones cristalograficas para (a) trans-42b y (b) trans-51a vistas a lo largo
de los ejes cristalograficos b y ¢, respectivamente. Los fragmentos de tienilo y 9,9-

dihexilfluorenilo, respectivamente, se muestran en representacion spacefill en color azul.
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Después de preparar y purificar satisfactoriamente los compuestos objetivo con dos
ligantes cloruro (42a,b, 51a,b), enfocamos nuestra atencion a la obtencion de nitrosilos de
rutenio con la foérmula #rans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs), que como se
menciond previamente, corresponden al intercambio de ligante Cl—OH, esta esfera de
coordinacién fue previamente identificada como el producto de agitar una disolucion
purificada por HPLC de trans-23 (Seccion 1.1.5.3) en agua con 0.5 % de DMSO. Es
importante sefialar que este tipo de intercambio de ligantes se encuentra a la fecha muy
pobremente descrita; antes de este trabajo s6lo se encontraron dos articulos, el previamente

[34] v otro por Nagao y colaboradores.”! Esto muy

mencionado por nuestro grupo de trabajo
probablemente responde a que, independientemente de la ruta sintética empleada, la
introduccion del grupo nitrosilo implica invariablemente la obtencion de los isémeros
cis(CL,Cl) y trans(CLCl)-[(R-tpy)RuCI»(NO)]", asi como cantidades variables de la especie
homoléptica indeseada [Ru(R-tpy):]**; la purificaciéon de estos compuestos normalmente

involucra procesos tediosos y costosos de cromatografia HPLC, dificultando asi la posterior

exploracion de derivados sintéticos.

Con la intencidn de desarrollar un protocolo sintético reproducible, escalable y que no
involucre pasos de purificacion por HPLC, se exploraron diversas rutas sintéticas (Esquema
22). Para mantener consistencia con el trabajo previo del grupo, en los primeros ensayos se
emplearon los compuestos B-PFg, los cuales se trataron con agua (0.5 % de DMSO) a
temperatura ambiente durante la noche (Ruta 1); el andlisis por RMN-'H del crudo de
reaccion mostro la presencia de una mezcla compleja, compuesta principalmente por el
producto deseado (C-PFs), asi como cantidades variables de materia prima y una cantidad

importante de la especie homoléptica [Ru(R-tpy)2](PFe)>.
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Ruta 1

PFs
H,O
DNTSO + B-PFg + [Ru(R-tpy),l(PFg),
(15 - 20%) (ca. 30 %)
Ruta 2
o e PFe
1) H,0
) NHO + B-PFg + [Ru(R-tpy),](PFe),
N\RIU/N 2) NH4PFg (2-5%) (ca. 20 %)
N
|
C i Cl
A B-CI
(crudo)
Ruta 3
PFs
+ B-PFG
(2-5%)

Esquema 22. Diferentes rutas sintéticas exploradas para el intercambio de ligante CI—OH.
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Después de numerosos intentos infructuosos para aislar B-PFe de crudos de reaccion
de la Ruta 1, se modifico el protocolo con la intencidn de reducir la cantidad de subproductos,
en estos ensayos, marcados como Ruta 2, se partid de los compuestos B-Cl (mas solubles en
agua), los cuales se trataron con agua a temperatura de reflujo durante la noche, seguido por
metatesis con NH4PF¢. Con esto se logro mejorar el rendimiento del compuesto deseado, lo
cual se asocid a la mejor solubilidad en agua para la materia prima con cloruro como
contraion (B-Cl); ademas esto simplifico notablemente el trabajo de reaccion, al evitar la

dificil remocién del DMSO.

En una ultima optimizacion de la ruta de sintesis (Ruta 3), se trabajé en remover el
subproducto homoléptico, que dificultaba el aislamiento de los compuestos objetivo en el
paso final de sintesis de la Ruta 2. Para lograrlo, una vez identificado el origen del compuesto
homoléptico a la sintesis de los compuestos A, éste fue removido satisfactoriamente en el
primer paso de sintesis empleando lavados con etanol caliente. Aunque este paso de
purificacion disminuye el rendimiento global de la sintesis, realizarlo result6 indispensable
para lograr el aislamiento de los compuestos objetivo C-PFs. De esta forma, siguiendo la
Ruta 3 se lograron obtener productos crudos de reaccion de C-PFg con purezas superiores al
98 %. Es importante sefialar que se realizaron lotes partiendo de hasta 500 mg de los
compuestos B-Cl y los resultados fueron los mismos, indicando que esta ruta es escalable y

permite la obtencion de cantidades adecuadas de los compuestos deseados.

La remocidén de pequenas cantidades de materia prima residuales en algunos lotes fue
posible mediante recristalizaciones sucesivas por difusion lenta de éter sobre acetonitrilo, sin
embargo este procedimiento resultdé pobremente reproducible, por lo que se probaron

técnicas cromatograficas, incluyendo cromatografia en columna con SiO> y alimina bésica
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y neutra como fases estacionarias, sin obtener en ningin caso resultados satisfactorios.
Finalmente, mediante cromatografia preparativa en capa fina se lograron obtener muestras
de los compuestos deseados con pureza analitica. Como se muestra en el Esquema 23, este
protocolo se aplic satisfactoriamente a la obtencion de los compuestos 52a,b; ademas, como
una alternativa a los métodos cromatograficos para la purificacion de estos compuestos, se
intent6 una recristalizacion de etanol caliente, lo que produjo el intercambio de ligante

OH—OEt para dar los compuestos 53a,b con rendimientos elevados.

PFg far PFe
1) H,0, A EtOH TN
2) NH4PF, A N—Jd N

‘) 1
o” | “no
10)9 Cl

. 52a (89 %) 53a (93 %)

42a-b 52b (86 %) 53b (95 %)
32 S

Ar = 4,©1|7; 5'@/‘1&
43
a b

Esquema 23. Sintesis y numeracion para los compuestos 52a,b y 53a,b.

La identidad y pureza de los compuestos 52a,b y 53a,b se corroboraron empleando
RMN de 'Hy °C, EMAR Yy analisis elemental, encontrando resultados satisfactorios. Como
se muestra en la Figura 16, los intercambios de ligante CI-OH—OEt se pueden seguir
facilmente por RMN-'H, ademas de la aparicion de las sefiales a campo alto de los hidrogenos
de los ligantes -OH y -OEt, a campo bajo se observa un desplazamientos de las sefiales hacia

menores frecuencias en el orden trans(NO,Cl)>trans(NO,OH)>trans(NO,OEt), lo cual es
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indicativo de un mayor grado de retrodonaciéon hacia el ligante nitrosilo debido al mayor

caracter donador de los ligantes OH/OEt en comparacion con el cloruro.

B " |PFs
7 f R = OEt
]
1 * 4 3 3 2V &’
Mm i Mo M m
7
2 R=0OH
M M M N
7 R=Cl
2
1 4 3 3 5’ 4’
M A " SN I

93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.
Figura 16. Comparaciéon entre los espectros de RMN-'H (CDs;CN, 400 MHz) para

cis-42b (abajo), 52b (en medio) y 53b (arriba).

Como se muestra en la Figura 17, también se observo evidencia en los espectros de FT-
IR(ATR) de una creciente retrodonacién como consecuencia del reemplazo del cloruro por
los ligantes -OH/-OEt, observandose como un corrimiento a menores frecuencias para el
estiramiento VNO en el orden CI-OH—OE}t, asociado a que conforme aumenta el caracter
donador del ligante trans al NO, se favorece la retrodonacién del centro metalico hacia el
orbital * del NO, debilitando el enlace N-O y consecuentemente disminuyendo la frecuencia
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observada para su estiramiento. A pesar de que estas observaciones podrian asociarse a
interacciones supramoleculares ocurriendo en el sélido, tomando en cuenta que las
diferencias son relativamente grandes y que correlacionan de manera clara con los resultados
de RMN en disolucion mencionados anteriormente, resulta razonable atribuir esta tendencia
a una modulacion de la retrodonacion Ru—NO en vez de a diferencias en el ambiente

cristalino de los compuestos.

Figura 17. Comparacion entre los espectros de infrarrojo (FTIR-ATR) para cis-42b (abajo),

52b (en medio) y 53b (arriba).

Se lograron obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal para
los compuestos 52a,b y S53a,b, con lo cual se corroboraron las estructuras de estos
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compuestos (Figura 18). En la Tabla 3 se incluyen las distancias y angulos de enlace
caracteristicos, donde una vez mas se aprecian angulos cercanos a 180 © para el fragmento
Ru-N-O, en concordancia con la coordinacién del NO como NO'; ademés se existe una
tendencia apreciable hacia distancias N-O mayores y angulos Ru-N-O reducidos como
consecuencia del reemplazo del cloruro por OH y OEt; estas modificaciones geométricas,
ilustradas en la Figura 19, se asocian a una mejor retrodonacion Ru—NO en los sistemas con
ligantes oxigenados, en buen acuerdo con las observaciones por RMN y FT-IR (ATR) para

estos compuestos.

Figura 18. Estructuras cristalinas para los cationes en los compuestos 52a,b y 53a,b. Los
elipsoides térmicos estan dibujados al 50 % de probabilidad para todos los dtomos distintos
de hidrogeno. Solo se incluyen algunos 4tomos de hidrégeno por claridad.
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Tabla 3. Distancias (A) y angulos de enlace (°) relevantes para 52a,b y 53a,b.

52a 52b 53a 53b
Ru(1)-N(1) 1.7632(9)  1.7626(12)  1.7712)  1.759(2)
Ru(1)-N(2) 2.0881(8) 2.0920(11)  2.097(2)  2.085(2)
Ru(1)-N(3) 1.9756(8)  1.9766(10) 1.9824(19)  1.983(2)
Ru(1)-N(4) 2.0849(8) 2.0891(11)  2.088(2)  2.085(2)
Ru(1)-CI(1) 23890(2) 23889(3)  2.4083(7)  2.3949(7)
Ru(1)-0(2) 1.9499(8)  1.9532(9) 1.9504(18) 1.9424(17)
N(1)-0(1) 1.1469(12) 1.1494(16)  1.146(3)  1.154(3)
N()-Ru(1)N(3)  98.56(4)  98.92(5)  97.12(9)  97.25(9)
NG3)-Ru(1)-N@)  79.76(3)  79.83(4)  79.63(8)  79.71(8)
CI()-Ru(1)-N(1)  87.67(3)  87.48(4)  87.19(7)  87.08(7)
N(1)-Ru(1)-0(2) 176.41(3)  176.02(5)  178.04(8)  177.57(9)
Ru(1)-N(1)-0(1)  170.57(8) 170.47(11) 171.97(19)  170.5(2)
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Figura 19. Superposicion de las esferas de coordinacion en las estructuras cristalinas de cis-
42b (azul), 52b (negro) y 53b (naranja). Por claridad se omiten los atomos de hidrogeno y

el sustituyente de tienilo en el ligante tridentado.

En la Figura 20 se muestran algunas de las interacciones supramoleculares
caracteristicas para estos compuestos; en el caso de 52a,b y en el analogo con fluoreno,>*!
los ligantes OH muestran consistentemente interacciones de enlaces de hidrogeno ciclicos
con los ligantes Cl como aceptores y un descriptor R3(8);!1% por otro lado para 53a,b se
observan empaquetamientos mas similares al de cis-42b, con apilamientos 7-m
desplazados!®”! antiparalelos como la interaccion supramolecular mas caracteristica.

Finalmente, es importante sefialar que en esta familia de compuestos también se observo
una tendencia hacia distancias N-O mayores y angulos Ru-N-O reducidos en los compuestos

con anillos de tienilo (52b y 53b), indicando una mejor transferencia de carga hacia el centro

metalico en comparacion con sus analogos con anillos de fenilo.
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Figura 20. Interacciones supramoleculares relevantes en la red cristalina de (a) 52b y

(b) 53b. Algunos atomos de hidrogeno y moléculas de disolvente se omiten por claridad.
1.5.3. El intercambio de ligante C1-OH

Una caracteristica importante acerca del intercambio de ligante CI—OH es que, a pesar de
que tres diferentes isdbmeros podrian ser obtenidos (Esquema 24), el andlisis por RMN-'H de
los crudos de reaccion mostraron la formacion de un solo isomero, que como se discutio
anteriormente correspondio a las especies trans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs), a
pesar de que se emplearan como materiales de partida las mezclas de isomeros cis(Cl,Cl) y
trans(Cl1,Cl)-[Ru(R-tpy)CI2(NO)](CI). Remarcablemente, la misma esteroespecificidad fue

observada para el intercambio de ligante OH—OEt.
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+ + +
/‘N Cl /‘N OH N CI N OH
| H,0 | <
N—R|u«wNO — N—R|u—CI + N—R|u—OH + N—R|u—NO
\N o] \N NO \N NO \N\CI
trans(NO,OH) trans(NO,ClI) trans(CIl,OH)
no observado no observado

Esquema 24. Estructura de los tres productos posibles para el intercambio de ligante

Cl—OH.

Se realizd una investigacion tedrica para proveer soporte a la observacion del
intercambio de ligante, para lo cual se calculd el AG® asociado a las reacciones en las
Ecuaciones 6 y 7. Esto se realizé estimando la energia libre de Gibbs (G°) de los conférmeros
de minima energia (en agua) para todas las especies involucradas. Los célculos se realizaron
al nivel de teoria B3PW91/6-31G*, con los efectos del disolvente considerados a través del
modelo de polarizaciéon continua (PCM). Los valores de AG® obtenidos fueron de
-64.8 kcal mol™! y -64.9 kcal mol! respectivamente, indicando una tendencia clara hacia el

intercambio de ligante observado.
[cis-42a]" + OH™— [trans(NO,0OH)-52a]" + C1~ (6)
[cis-42b]" + OH™— [trans(NO,OH)-52b]" + CI~ (7)

Los calculos de AG® se extendieron a los tres isomeros posibles; ademas, para determinar
si las estabilidades relativas entre ellos se encontraban influenciadas por las caracteristicas
electronicas del ligante tridentado, se realizaron los calculos con ligantes funcionalizados con
grupos electrodonadores (4-(N,N-dimetilamino)fenilo, 9H-fluorenilo) y electroatractores (4-
nitrofenilo) al nivel de teoria B3PW91/6-31G*, con los efectos del disolvente (agua)

modelados a través del modelo de polarizacion continua (PCM). Los resultados se muestran
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en la Tabla 4, mostrando claramente que la especie energéticamente favorecida es el isomero

trans(NO,OH), independientemente del caracter donador/aceptor del ligante tridentado.

Tabla 4. Energia libre de Gibbs (G°) relativa calculadas para los tres diferentes
isdmeros para los compuestos de coordinacion [Ru(R-tpy)(CH(NO)(OH)]" en agua

(PCM/B3PW91/6-31G*)

Energia relativa

R Isomero
(kcal/mol)

trans(C1,NO) +9.8

9H-fluoreno trans(C1,0H) +5.7
trans(NO,OH) 0

trans(C1,NO) +9.6

4-(N,N-dimetilamino)fenilo trans(C1,0H) +5.7
trans(NO,OH) 0

trans(C1,NO) +9.3

4-nitrofenilo trans(C1,0H) +59
trans(NO,OH) 0

Como se ejemplifica en la Figura 21 para cis-42b y trans-42b, se encontrd evidencia
adicional para la formacion de un sélo isdmero durante el intercambio de ligante siguiendo
la evolucion espectral de muestras puras de estos compuestos en agua. La conversion a un

solo isdmero en ambos casos puede inferirse de la presencia del mismo punto isosbéstico en
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A =380 nm y por el hecho de que el punto final de ambas evoluciones espectrales mostrd

espectros superponibles

Figura 21. Evolucion espectral en agua (0.5 % de DMSO) para cis-42b (arriba, izquierda) y
trans-42b (arriba, derecha) a temperatura ambiente (4x10> M, 72 hrs). Una comparacion

entre los puntos finales de ambos estudios se muestra abajo.

No se realizaron mas investigaciones para clarificar los detalles de la formacion del
enlace Ru-OH; sin embargo, dado que el pH de la disolucion estaba en el intervalo de 5-7, la
sustitucion probablemente procede a través del mecanismo de intercambiol'°! ilustrado en el

Esquema 25 (Mecanismo 1), iniciado por el ataque nucleofilico de una molécula de agua y
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evitando la formacion de intermediarios [Ru(R-tpy)(C1)(H20)(NO)J** de alta energia (B’ en
el Mecanismo 2). Mas aun, este tipo de mecanismo de intercambio, involucrando la ruptura
del enlace Ru-Cl y la formacion del enlace Ru-O de manera simultanea (como en TS-1), ha
sido el mas aceptado para reacciones de hidrélisis similares en compuestos de coordinacion

II[101-102]

octaédricos de Ru y Co™ [13] con geometrias para los estados de transicion parecidas

a la propuesta aqui para TS-1 y TS-1°.H01-103]

Mecanismo 1:

B T+
— -+ H = 1+
N / N
N
\ _\,\0\\ —\
ON N H,0 SN\ - HCI ON N
Ru—___ ON - H Ru—___
N/‘ cl N/Ru\\ N/‘ OH
cl
. ci ¢ . ci
A TS-1 B
Mecanismo 2:
— —+ — 11+ — - 2+
N N N
OH
\N \\ 2 |\N
ON e _H0 _ lon N _ . |on 1 . o
= ‘ —cl /Ru\ _ ‘ ~——0H,
N N AN N
cl
L Cl L cl | L cl
A TS-1' B'
_ -+ — 12+
N N
ON AN _ -Hal ON M
Ru____ u\o/
_— ‘ OH N/ ‘ \
N H
1
L o L Cl ¢
B TS-2

Esquema 25. Dos posibles mecanismos para el intercambio de ligante C1—OH.
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1.5.4. Espectroscopia UV-Visible

La espectroscopia UV-Visible constituye una herramienta muy util que, combinada con el
analisis computacional, permite estudiar la energia y la distribucion electronica no sélo del
estado fundamental de una molécula, sino también de sus diversos estados excitados,
ofreciendo asi informacion sobre el origen de las bandas espectrales observadas en los
espectros de absorcion. Es ademads una técnica particularmente relevante para este trabajo ya
que, como se discutié anteriormente, hay evidencia experimental consistente (RMN, IR,
DRX) indicando una mejor transferencia de carga desde los ligantes hacia el fragmento
Ru-NO como consecuencia de la introduccion de anillos de tienilo, no importando si el
heterociclo participa como donador o como puente 7; sin embargo, hasta este punto esta
conclusion es valida solo para el estado fundamental de los compuestos, ya que los
experimentos mencionados se realizan con baja iluminacidon, por lo que se espera una
contribucion negligible de los estados excitados a la funcion de onda en estas condiciones.
Consecuentemente, el analisis de las transiciones electronicas en nuestros sistemas puede
aportar informacion relevante que indique si la transferencia de carga se ve también mejorada
en el primer estado excitado, el cual, a diferencia del estado fundamental, frecuentemente
presenta un caracter disociativo para el enlace Ru-NO, estando asi directamente involucrado

en la liberacion del radical.

En esta seccion se presenta un analisis comparativo de los perfiles de absorcion de los
nitrosilos de rutenio obtenidos, apoyado en calculos de estructura electronica en el marco de
la teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT). Para esto, las
geometrias fueron optimizadas al nivel de teoria B3PW91/6-31G* y los espectros de

absorcion fueron calculados empleando el funcional CAM-B3LYP con la misma base de
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calculo, ya que este método mostrd6 menores diferencias entre las energias de excitacion

calculadas y experimentales, en comparacion con otros funcionales.

En la Figura 22 se muestra una comparacion entre las geometrias experimentales (en
estado s6lido) y las calculadas (en fase gas) para cationes representativos de las distintas
esferas de coordinacion estudiadas en esta tesis, con cis-42b representando a la familia
cis(CL,Cl)-[RuCL(R-tpy)(NO)](PF¢) y los compuestos trans-42b/trans-51a a la familia
trans(Cl,Cl)-[RuCla(R-tpy)(NO)](PFs), con arquitecturas donador-aceptor (D-A) y donador-
n-aceptor (D-m-A), respectivamente. Por otra parte 52b y 53b representan a las familias
trans(NO,OR)-[Ru(R-tpy)(CI)(OR)(NO)](PFs), donde OR = OH y OEt, respectivamente. A
pesar de que las geometrias corresponden a diferentes fases, con la excepcion de trans-51a,
mostrando desviaciones importantes debidas a diversas interacciones en su estructura
cristalina, en general existe una buena concordancia entre las geometrias calculadas y las
experimentales, especialmente con respecto a los angulos y distancias de enlace entre el
centro metalico y los atomos directamente enlazados a éste, y para los angulos diedros entre
el anillo central de piridina y el sustituyente (tienilo/fenilo). Es importante sefialar ademas
que las geometrias calculadas muestran en todos los casos una disminuciéon importante en
estos angulos diedros como consecuencia de la introduccidon de los anillos de tienilo, sin
importar la esfera de coordinacion del rutenio, en buen acuerdo con los resultados

experimentales.
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Figura 22. Comparacion entre las geometrias en estado soélido (azul) y las calculadas
(B3PW91/6-31G*, naranja) para los cationes de compuestos representativos. Las cadenas de

n-hexilo en trans-51ay algunos atomos de hidrégeno se omiten por claridad.

Los resultados experimentales y calculados para los espectros de absorcion de los
nistrosilos de rutenio estudiados se muestran en la Tabla 5 y en las Figuras 23 y 24. Antes de
presentar un analisis de orbitales moleculares para explicar las caracteristicas de cada familia
de compuestos, resulta conveniente hacer algunas observaciones generales. En primer lugar,
es importante sefialar la buena concordancia entre las energias de excitacion experimentales
y calculadas, mostrando desviaciones dentro del limite ampliamente aceptado para calculos
de TD-DFT (0.3 - 0.5 eV, ca. 40 nm),!'* evidenciando de esta manera la fiabilidad de los

resultados computacionales.
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Tabla 5. Datos de UV-Vis experimentales y calculados (CAM-B3LYP/6-31G*) en acetonitrilo y transiciones electronicas involucradas.

cis/trans(CL,Cl)

trans(NO,OH)

trans(NO,OEt)

Amax (exp), nm

Compuesto Amax (calc), nm f Componentes principales Caracter
(e, Mlem™)
cis-42a* 330 (17400) 299 0.528 60 % % 113 >114 Fenilo - RuNO
trans-42a® 350 (18800) 312 0.363 71 % % 13 >114 Fenilo - RuNO
cis-42b 363 (18700) 335 0.657 49 % ¥ 114 >115 Tienilo - RuNO
trans-42b 387 (20500) 348 0.607 74 % ¥ 114 >115 Tienilo - RuNO
cis-51a 406 (18100) 357 0.775 49% 7 164 >165 + 26% 7 164 >167 Fluorenilo + fenilo - RuNO
trans-51a 425 (18700) 372 0.672 62% % 164 165 Fluorenilo + fenilo - RuNO
cis-51b 472 (27300) 423 1.216 60% 1 165 >166 Fluorenilo + tienilo - RuNO
trans-51b 488 (29300) 429 1.267 67% % 165 166 Fluorenilo + tienilo - RuNO
52a 325 (19700) 292 0.469 61 % % 109 >110 fenilo - RuNO
52b 358 (21100) 327 0.751 68 % % 110 >111 tienilo — RuNO
53a 328 (19300) 291 0.194 50% % 1175120 +21 % ¥ 116118 EtO — RuNO
53b 362 (20350) 327 0.706 39% x s »119 33 % % 1175119 EtO + tienilo - RuNO

* Ref. 49.
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Figura 23. Espectros de absorcion (4x107° M, acetonitrilo) para (a) cis-42a,b y cis-51a,b y

(b) trans-42a,b y trans-51a,b. Los datos de cis-42a y trans-42a se adaptaron de la Ref. 49.

%94



Figura 24. Espectros de absorcion (4x10™ M, acetonitrilo) para 52a,b y 53a,b.

Como se puede ver, el reemplazo estructural fenilo—tienilo produjo un desplazamiento
batocromico importante de A = 33 — 37 nm y de A = 63 — 65 nm, para los sistemas con
arquitecturas D-A (42a,b) y D-n-A (51a,b), respectivamente. Para los sistemas D-A, el
origen de este desplazamiento batocromico resulta exclusivamente de la presencia de un
sistema push-pull mas eficiente en los derivados con anillos de tienilo ya que el reemplazo
del puente © no modifica la longitud del sistema n-conjugado, sino tnicamente la eficiencia
del grupo donador, siendo mas eficiente la transferencia de carga en los compuestos con
anillos de tienilo con esta arquitectura. Como se ejemplifica en la Figura 25 para los isémeros
trans(Cl,Cl) de los sistemas con arquitectura D-A (42a,b), la participacion del anillo de
tienilo como un donador mas eficiente produce una desestabilizacion del orbital HOMO de
alrededor de 0.4 eV, si se compara con su analogo con fenilo como donador. Con respecto a
las bandas de absorcion, las transiciones presentan componente predominante con caracter
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HOMO-LUMO (113—114 para trans-42a 'y 114—115 para trans-42b), estas transiciones
tienen un cambio en el momento dipolar asociado (Ax) mayor en 0.67 D para trans-42b, en
buen acuerdo con una transferencia de carga mejorada en los sistemas D-A como
consecuencia del reemplazo fenilo—tienilo. Resulta importante sefialar que, como se muestra
en la Seccion 1.4.5., esta transferencia de carga mejorada para frans-42b correlaciona con un
incremento del 50 % en ®no comparado con el valor, previamente reportado,'* de trans-
42a. De hecho, el valor de ®no de trans-42b es el mas alto encontrado a la fecha para un

nitrosilo de rutenio cis(Cl,Cl).

Figura 25. Energias relativas para los principales orbitales moleculares involucrados en las
transiciones electronicas con transferencia de carga (Ap) para trans-42a,b en acetonitrilo al
nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*. Los niveles ocupados y desocupados corresponden a

los orbitales HOMO y LUMO, respectivamente.
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Para los sistemas con arquitectura D-m-A (51a,b), cuyos diagramas de energia se
ejemplifican con los isémeros frans(Cl,Cl) en la Figura 26, se encuentran transiciones
principales para el maximo de absorciéon con caracter HOMO-LUMO (164—165 para
trans-51a, 165—166 para trans-51b); a pesar de que en general la distribucion de estos
orbitales es similar en ambos casos, hay una participacion mayor del anillo de tienilo al
orbital HOMO, que podria muy probablemente originar la diferencia de Au = 6.84 D entre
estos compuestos. Una posible explicacion para esto es que, a pesar de que en ambos casos
el orbital HOMO est4 mas localizado en el fragmento de fluoreno, la contribucion mayor del
anillo de tienilo en el caso trans-51b, acerca mas la densidad electronica del HOMO hacia el

centro de la molécula, reduciendo asi la magnitud de los momentos dipolares y con ello Az.

Es importante sefialar que a pesar de que en esta Seccion se han discutido solo los
isomeros trans(CL,Cl), las observaciones presentadas se extienden ampliamente a los
isomeros cis(Cl,Cl), que de igual forma muestran una desestabilizacion cercana a 0.4 eV para
el orbital LUMO en los sistemas D-A, que se ve significativamente reducida en los sistemas

D-n-A (Figuras anexas S68-S69).
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Figura 26. Energias relativas para los principales orbitales moleculares involucrados en las
transiciones electronicas con transferencia de carga (Ap) para frans-51a,b en acetonitrilo al
nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*. Los niveles ocupados y desocupados corresponden a

los orbitales HOMO y LUMO, respectivamente.

Para concluir sobre la influencia de los anillos de tienilo introducidos, en la Figura 27 se
muestra una comparacion de los espectros de absorcion de los compuestos cis-24 y
trans-24, previamente informados,’”?! con los de los cis-51b y trans-51b, cuya Unica
diferencia estructural con los primeros es la introduccion del anillo de tienilo. Como puede
observarse, esta pequeia modificacion del ligante tridentado incremento6 sustancialmente el
coeficiente de extincion molar de los compuestos en la longitud de méxima absorcion y
produjo un pronunciado efecto batocromico de A = 65 nm. Como se discutio detalladamente
en la Seccion 1.1.5.1., estas dos caracteristicas se asocian directamente con incrementos en

los valores de arp, para compuestos dipolares push-pull como estos, por lo que se espera
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que la introduccién de estos heterociclos tenga un efecto favorable sobre la eficiencia de

liberacidn del radical via absorcion de dos fotones.

Figura 27. Comparacion de los espectros de absorcion (4x10° M, acetonitrilo) para cis-24,

trans-24, cis-51b y trans-51b. Los datos de cis-24 ytrans-24, se adaptaron de la Ref. 72.

1.5.4.1.Analisis de transiciones electronicas para los compuestos de coordinacion con

ligantes OH/OEt.

Con respecto a los derivados con ligantes -OH/-OEt (52a,b y 53a,b) primero es importante
sefialar que el desplazamiento batocroémico provocado por el reemplazo estructural
fenilo—tienilo también se extiende a esta serie con valores cercanos a A = 30 nm, en buen
acuerdo con lo discutido previamente, sin embargo, la descripcién de las transiciones

electronicas para estas moléculas es mas compleja.

De acuerdo con los resultados computacionales, independientemente del sustituyente en

el ligante tridentado, el intercambio de ligante de un cloruro por -OH y -OEt produce una
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desestabilizacion espectacular del nivel HOMO (mayor a 1 ¢V), mas de dos veces mayor que
la introducida por el reemplazo estructural fenilo—tienilo, indicando una modulacién
importante de la estructura electronica introducida por los ligantes OH/OEt. Esta
desestabilizacion del HOMO consecuentemente reduce la brecha HOMO/LUMO, lo que se
ejemplifica en la Figura 28 mediante una comparacion energética para los cambios de ligante
en posicion trans al nitrosilo: Cl (cis-42b) — OH (52b) — OEt (53b). En los tres casos, los
maximos de absorcion estdn asociados a transiciones desde el anillo de tienilo hacia el
fragmento Ru-NO (HOMO—LUMO para cis-42b y 52b y HOMO-1—LUMO para 53b, en
buen acuerdo con numerosas observaciones previas del grupo de investigacion para
compuestos con esferas de coordinacion similares a la de cis-42b.1* El escenario para 53b,
sin embargo es particular, ya que el maximo de absorcion tiene una composicion distinta a la
de cis-42b y 52b; para 53b se observa ademads de la transicion tienilo—RuNO una segunda
transicion cercana en energia (HOMO—LUMO) con un caracter EtO—RuNO; siendo la
contribucion de esta transicion incluso mayor que la de la transicion tienilo—RuNO

(39 y 33 %, respectivamente).
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Figura 28. Energias relativas para los principales orbitales moleculares involucrados en las transiciones electronicas con transferencia
de carga (Ap) para los compuestos cis-42b, 52b y 53b en acetonitrilo al nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*. Los niveles ocupados y

desocupados corresponden a los orbitales HOMO y LUMO, respectivamente.
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A pesar de no poder aplicarse formalmente de una manera directa, ya que los ligantes
-Cl, -OH, -OEt, no forman parte de una molécula orgénica y se encuentran enlazados
directamente a un metal, las constantes de Hammett, Gp, para los tres ligantes (-CI: 0.23, -
OH: -0.37, -OEt: -0.27)!1% proveen una explicacion cualitativa para la participacion del
ligante -OEt en la transferencia de carga hacia el fragmento Ru-NO en los compuestos 53a,b,
previamente mencionada. No resulta sorprendente, pues, que un donador fuerte como el
etanolato contribuya significativamente a la transferencia de carga hacia el nitrosilo, mientras
que el cloruro, un electroatractor, no tenga una contribucion importante. Siguiendo este
razonamiento, sin embargo, deberiamos encontrar un escenario similar para 52b y 53b, ya
que el grupo -OH es incluso un mejor donador que el -OEt, sin embargo este no fue el caso

ya que no se encontr6 contribucion de transiciones OH—RuNO similares a las OEt—RuNO.

La discrepancia puede muy probablemente deberse a razones estructurales en vez de
electronicas. Como se muestra en la Figura 29, existe una diferencia geométrica importante
entre los compuestos con ambos ligantes, especificamente en los angulos Ru-OH y
Ru-O-CH>CH3, observandose un angulo de enlace 20 © mayor para el segundo, asociado a
la, relativamente voluminosa cadena alquilica. La presencia de un éangulo Ru-OH
comparativamente menor acerca al atomo de hidrégeno del OH hacia el Cl en cis, haciendo
probable una interaccion tipo enlace de hidrogeno intramolecular Ru-O-H--CI con una
distancia H...Cl de 2.58 A. Esta interaccion podria consecuentemente explicar la
estabilizacion del orbital HOMO-1 en 52b de cerca ca. 0.35 eV (~ 8 kcal/mol) que hace
energéticamente mas demandante, en comparacion con 53b, la transferencia de carga desde
este orbital hacia el fragmento Ru-NO. Es importante sefialar que los enlaces de hidrogeno

suelen contribuir con una estabilizacién energética importante generalmente en el intervalo
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de 1 — 15 kcal/mol®”! o mayor, dependiendo de diversos factores, incluyendo las distancias

interatomicas y el grado de direccionalidad de la interaccion.

Figura 29. Superposicion de las geometrias de los cationes [52b]* (azul) y [53b]* (naranja)
calculadas en acetonitrilo al nivel de teoria B3PW91/6-31G*. Por claridad se omiten el

sustituyente de tienilo en el ligante tridentado y algunos 4tomos de hidrégeno.

1.5.5. Fotoliberacion de 6xido nitrico

Los rendimientos cuanticos de fotoliberacion del radical (Ono) para todos los nitrosilos de
rutenio se determinaron siguiendo la fotorreaccidn mediante espectroscopia UV-Visible. En
un experimento tipico, una disolucién del compuesto (4x10° M, en agua o acetonitrilo) se
colocd en una celda de cuarzo y se irradi6 empleando una ldmpara LED monocromatica
(Airr= 365, 490 nm). Los cambios en la absorbancia de la muestra durante la irradiacion se

monitorearon por 10 minutos, con intervalos de 10 s entre cada lectura; la muestra fue
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provista de agitacion magnética y enfriamiento con agua, mantiendo una temperatura

constante de 25 °C.

A partir de estas evoluciones espectrales, los valores de ®no se determinaron a partir de
la Ecuacion 8,12 donde €pytl - [Ru'] es la absorbancia de la muestra antes de la irradiacion,

I, es el flujo de fotones incidente (en M!s™), 1, es la longitud del paso 6ptico (en cm) y F

(1_10—Ab5)

es el factor fotocinético, F = e

, con Abs = (g1 * [Ru] + e ur - [Ru™M]) - 1y,
(Aqui, eg,,11 * [Ru!"] &g, - [Ru'"] son la absorbancia del compuesto antes de irradiar la y
del fotoproducto, repectivamente, a un tiempo dado). Los valores de ®no se obtuvieron
106]

mediante la resolucion de esta ecuacion diferencial, para lo que se uso6 el programa Sa3.3,!

que fue alimentado con los datos experimentales de Abs = f(t), g, - [Ru"], Iy y Ly

d[RulT]
dat

= _(DNO " gRuII " [Ru”] - 10 - liTT " F (8)

Dado que recientemente las investigaciones del grupo se han dirigido hacia aplicaciones
bioldgicas,>*®! nos interesamos en estudiar la fotoliberacion en medio acuoso. Sin embargo,
dado que los compuestos con dos ligantes cloruro (42a,b y 51a,b) no son estables en agua,
los valores de ®no (Tabla 6) se determinaron en acetonitrilo para todos los compuestos y en
agua (con 0.5 % de DMSO) so6lo para 52a,b y 53a,b que si resultaron estables en medio
acuoso. En la Figura 30 se muestran evoluciones espectrales representativos para estos
compuestos (los experimentos restantes pueden consultarse en las Figuras anexas S59 — S66);
para cis-42b se observa una rapida desaparicion de la banda cercana a A = 360 nm y la
aparicion de una banda cerca de A= 430 nm; de forma similar trans-51b evoluciona

lentamente bajo irradiacion a A =490 nm produciendo la desaparicion de la banda cercana a
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A =480 nm y la aparicion de un hombro en A = 550 nm y una banda adicional cercana a A =

480 nm; la aparicion de estas bandas de absorcion desplazadas batocrémicamente se asocia

tipicamente a transferencia de carga ligante—Ru(III) en el fotoproducto, que corresponde,

como se discutid en la Seccion 1.1.6, a la sustitucion del ligante nitrosilo por una molécula

de disolvente.

Tabla 6. Rendimientos cuanticos de foto-liberacion (dno) determinados a partir de soluciones de

los compuestos (4x10”° M, 25 °C) bajo irradiacion a A = 365 nm y A = 490 nm.

Compuesto Disolvente Airr, NIM ®ro
cis-42a 0.37°
trans-42a 0.122
cis-42b 0.37
365
trans-42b 0.18
cis-51a 0.16
cis/trans(CL,Cl) Acetonitrilo
trans-51a 0.05
cis-51b 365 0.14
490 0.005
trans-S51b 365 0.06
490 0.005
52a Acetonitrilo 0.18
Agua 0.17
trans(NO,OH) 365
52b Acetonitrilo 0.17
Agua 0.075
53a Acetonitrilo 0.38
Agua 0.09
trans(NO,OEt) 365
Acetonitrilo 0.15
53b
Agua 0.10
2 Ref. 49.
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Figura 30. Evolucion del espectro de absorcion para (a) cis-42b y (b) trans-51b en
acetonitrilo y para (c) 52b y (d) 53b en agua (0.5% DMSO, derecha). Con excepcion de
trans-51b con Air = 490 nm, todos los estudios se realizaron bajo irradiacion a A =365 nm a

temperatura ambiente.

Por otra parte, las evoluciones espectrales de 52b y 53b, realizadas en medio acuoso,
muestran la desaparicion de las bandas alrededor de A = 360 nm y la aparicion de una nueva
banda cerca de A =480 nm. Considerando la presencia de puntos isosbésticos claros hasta 10
minutos de irradiacion y la evidencia previa de la sustitucion fotoinducida del nitrosilo por

acetonitrilo*’! asi como por moléculas de agua,°!! es razonable asumir que el fotoproducto
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para 52a,b y 53a,b corresponde a la formula [Ru(R-tpy)(C1)(OR)(H20)]*, con la
coordinacién de una molécula de agua al centro metalico. A pesar de que no se realizaron
investigaciones adicionales sobre la identidad de los fotoproductos, se emplearon diversas
técnicas para corroborar que la fotorreaccion corresponde efectivamente a la liberacion del
nitrosilo como NOr, las cuales se ilustran en la Figura 31 con los resultados para trans-42b,
52b y 53b como compuestos representativos de las esferas de coordinacion [Ru(R-
tpy)CLbNO]J", trans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(NO)(OH)CI]* y  trans(NO,OEt)-[Ru(R-
tpy)(NO)(OEt)CI]", respectivamente (detalles para experimentos adicionales se pueden
encontrar en la Figura anexa S67). En el caso de trans-42b, la liberacion de NO' se evidencia
por el uso del test de Griess, que consiste en la observacion de un colorante azo con absorcion
intensa en A = 548 nm,!'%7! generado por la reaccion entre iones NO»~ generados in situ (como

la forma oxidada del NO") y acido sulfanilico (Figura 31a).

Alternativamente, la liberacion de NO° para 52b fue detectada directa y
cuantitativamente en agua mediante el uso de un sensor de NO" (Figura 31b), resultando en
cronoamperogramas que indican concentraciones de NO* cercanas a 125 nM. Es importante
recalcar que este es un resultado alentador, obtenido consistentemente para 52a,b, 53a,b, ya
que como se discuti6 en la Seccion 1.1.4, para que el NO' cause muerte celular por apoptosis,
debe poderse liberar en concentraciones mayores a 100 nM. Finalmente, en el caso de 53b,
el uso de espectroscopia EPR permitio6 la observacion del NO* atrapado en el compuesto de
coordinaciéon [Fe''(MGD),] después de la fotoliberacién inducida por irradiacion con una
lampara de Hg (Figura 31c); la sefal triplete resultante tiene un factor-g de 2.040 y una
constante de acoplamiento hiperfino de axn=1.2 x 103 cm’!, que se encuentran en buen

acuerdo con los valores reportados en la literatura.!'%®]
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Figura 31. Experimentos representativos evidenciando la fotoliberacion de NO® a
temperatura ambiente (a) Evolucion del espectro electronico de cis-42b mostrando la
formacion del colorante azo en una mezcla de volimenes iguales de la disolucion del
compuesto (10° M, en acetonitrilo) y del reactivo de Griess (0.04 g/mL en agua), bajo
irradiacidon a A = 365 nm. (b) Cronoamperogramas por irradiaciéon de 52b (400 nM en agua
con 0.5 % de DMSO, 25 °C) a A = 365 nm por periodos de 15 s (flechas rojas) cada 110 s.
(c) Senal triplete de EPR por irradiacion de 53b (1 mM en acetonitrilo) con una lampara de

Hg (L > 400 nm) en presencia de [Fe''(MGD)], una trampa de espin selectiva a NO".
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Al analizar los valores de ®no obtenidos (Tabla 6), resulta complicado establecer una
tendencia general para las tres familias de compuestos como consecuencia de la introduccion
de los anillos de tienilo. En la Seccion 1.4.2 se mostro evidencia experimental consistente de
experimentos de RMN, IR, y DRX que muestran una transferencia de carga mas eficiente
para los compuestos con anillos de tienilo en el estado basal, lo cual se esperaria que
produjera de una manera consistente mejores valores de ®no, ya que la transferencia de carga
hacia el centro metélico se considera un factor clave para la liberacion del radical. Sin
embargo, si bien esto fue asi para algunos casos (por ejemplo, al comparar trans-42ay trans-
42b) esta tendencia no fue general y en la mayoria de los casos el valor de ®no, si bien
notablemente elevado en muchos de los compuestos, en general permanecid invariable con
respecto al reemplazo estructural fenilo—tienilo sobre el ligante tridentado. Debe sefialarse
que, como se discutio en la Seccion 1.1.6 esta misma falta de correlacion entre el grado de
transferencia de carga y el valor de ®no se ha encontrado previamente en otros estudios de
nuestro grupo y puede responder a diversos factores debido al complejo mecanismo, aun en

controversia, mediante el cual se libera el radical.

A pesar de estas dificultades, hay algunas observaciones valiosas con respecto a los
valores de ®no para los compuestos de coordinacion estudiados. En primer lugar, es
importante notar que el promedio para todos los derivados con anillos de tienilo incluidos en
este trabajo tiene un valor de ®no de 0.18 + 0.09 bajo irradiacion en acetonitrilo a A = 365
nm, por lo que para llegar a una eficiencia real de 100 GM, estas moléculas tendrian que
mostrar valores de orpy = 370 — 1100 GM, que de acuerdo con los datos presentados en la
Seccion 1.1.5.1 puede probablemente ser el caso para algunos de los compuestos,

particularmente para cis-51b y trans-51b que tienen sistemas © conjugados extendidos.
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También es importante sefialar que la evidencia experimental encontrada a través de
RMN, IR, y DRX indicando consistentemente una mayor retrodonaciéon Ru—NO para los
cambios del ligante frans al grupo nitrosilo (Cl-=OH—OE?) correlaciona satisfactoriamente
al comparar los derivados cis-42b, 52b y 53b (Figura 32), en donde los ligantes oxigenados
donan mas eficientemente densidad electronica hacia el centro metélico facilitando la
retrodonaciéon Ru—NO, fortaleciendo el enlace Ru-NO y disminuyendo consecuentemente
el valor de ®no para los derivados con ligantes oxigenados. Esto es importante porque sugiere
que un posible intercambio del hidroxilo por un ligante mas electroatractor que el cloruro,
podria incrementar sustancialmente el valor de ®no, haciendo necesarios valores atin

menores de o7p, para alcanzar eficiencias reales mas cercanas a 100 GM.

Figura 32. Comparaciéon entre los rendimientos cudnticos para cis-42b (abajo),

52b (en medio) y 53b (arriba) (A = 365 nm, acetonitrilo).
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1.5.6. Otros resultados

En linea con las investigaciones realizadas sobre la influencia de la introduccion de anillos
de tienilo en nitrosilos de rutenio, se trabajoé de manera paralela en la obtencion de nitrosilos
de rutenio bimetélicos. Sin embargo, dado que es un trabajo que se encuentra ain en
desarrollo, aqui se presenta unicamente la sintesis de los ligantes, cuyas estructuras se
muestran en el Esquema 26. La intencion de desarrollar estos sistemas es incrementar los
valres de orpy, pero mediante una estrategia significativamente distinta a la planteada hasta
ahora en este Capitulo, donde se ha propuesto el incremento de o1p4 mediante la introduccion
de un anillo de tienilo en el ligante terpiridinico. Como se discutié en la Seccién 1.1.5.1., los
compuestos con arquitecturas multipolares generalmente muestran valores de op,4 elevados;
en este caso, a partir de los ligantes L1 y L2 nos encontramos desarrollando nitrosilos de
rutenio bimetalicos que, debido a sus arquitecturas cuadrupolares (Aceptor-Donador-
Aceptor) y sus extendidos sistemas m-conjugados, es posible que muestren valores de o7py

elevados y por lo tanto liberen NO' eficientemente via absorcion de dos fotones.
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Esquema 26. Estructura de los ligantes cuadrupolares L1 y L2.

Para la sintesis del ligante L1 se emple6 la ruta mostrada en el Esquema 27, en un primer
paso se realizd la yodacion del 9H-fluoreno (43) que produjo eficientemente el derivado
diyodado 54,1'% el cual fue alquilado empleando n-bromohexano para dar el compuesto 55
con un rendimiento elevado;”? la introducciéon de dos grupos formilo para fue posible
empleando una reaccion de formilacion empleando n-BuLi como base y DMF como
electréfilo para dar 56 en un rendimiento alto;!''”) posteriormente, se realiz6 una doble
condensacion aldolica con 2-acetilpiridina (37) rindiendo la bis-chalcona 57 con
rendimientos satisfactorios. Finalmente, empleando la sintesis de piridinas de Krohnke fue
posible obtener el ligante deseado .1 mediante el tratamiento de 57 con la sal de piridinio

39, para dar lugar al compuesto deseado con un rendimiento moderado.

112



CeHiz. CeHiz

TBAB, DMSO/H,0

(76 %) (97 %)
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NI EtOH/THF

Esquema 27. Ruta de sintesis para el ligante L1.

Para la preparacion del ligante L2 se emple6 la ruta mostrada en el Esquema 28, que
involucro6 la preparacion por separado de las terpiridinas 60 y 64. Para la preparacion se
comenzo con la monoformilacion de 55, que rindid el aldehido 58 en un rendimiento
moderado, éste se sometio a los pasos de condensacion alddlica y sintesis de piridinas de
Krohnke previamente mencionados para dar la terpiridina 60 en rendimientos moderados.
Por otra parte, 55 se sometid a un acoplamiento de Sonogashira con etiniltrimetilsilano para
dar el aldehido sililado 61 en rendimientos elevados, 'l el cual se desprotegio en condiciones
basicas para rendir el aldehido acetilénico correspondiente (62).''! A partir de este aldehido
se siguieron de igual forma los pasos de condensacion alddlica y sintesis de piridina de

Krohnke, con lo que se obtuvo satisfactoriamente la terpiridina 64. Finalmente, empleando
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un acoplamiento de Sonogashira entre las terpiridinas 60 y 64 se obtuvo el ligante deseado
(L2) con un rendimiento elevado. Es importante sefalar que esta ruta de sintesis mostro
rendimientos considerablemente mayores a los obtenidos usando derivados bromados en vez
de yodados, con los cuales se encontraron eficiencias muy bajas para los pasos de

acoplamiento cruzado de Sonogashira.

La identidad de los productos fue corroborada satisfactoriamente empleando RMN-'H y
RMN-13C, asi como espectrometria de masas en algunos casos. Para los intermediarios
sintéticos 54-56 y 58-61, previamente informados, se encontr6é una buena concordancia entre

los resultados obtenidos y los reportados en la literatura para estos compuestos.
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Esquema 28. Ruta de sintesis para el ligante L2
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1.6.CONCLUSIONES

La introduccién de anillos de tienilo en los nitrosilos de rutenio estudiados tuvo una
influencia profunda en sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas. En todos los casos,
sin importar si el compuesto poseia una arquitectura donador-aceptor (D-A) o
donador-n-aceptor (D-n-A), el anillo de tienilo mostr6 una participacion decisiva en
la transferencia de carga hacia el fragmento Ru-NO, que se encontrd
significativamente mejorada para los sistemas D-A (tienilo-tpy-RuNO),
manifestandose en todos los casos como un desplazamiento batocromico de A = 30 —
60 nm, que contribuy6 a que los compuestos con arquitecturas D-n-A (fluorenilo-
tienilo-tpy-RuNO) mostraran una absorcion intensa de luz visible, una caracteristica
muy atractiva para posibles aplicaciones en quimioterapia fotoactivada (PACT), ya
que evita el uso de luz ultravioleta, potencialmente dafiina, para producir la liberacion
del NO'. Este desplazamiento batocrémico permitié demostrar satisfactoriamente la
liberacion del radical para cis-51b y trans-51b empleando luz visible (A =490 nm).

Las soluciones acuosas de nitrosilos de rutenio con formulas cis(CLCl)- y
trans(Cl,Cl)-[RuCl2(R-tpy)(NO)](PFs) evolucionan para dar una unica especie, que
resulta del intercambio de ligante C1—OH, dando lugar a compuestos con la férmula
trans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PF¢). Una liberacion eficiente de NO* de
estas especies fue demostrada en medio acuoso empleando diversas técnicas, que
incluyo el uso de un sensor selectivo a NO", que indic6 la produccion de NO® en medio
acuoso en concentraciones superiores a 100 nM, un requisito indispensable para
inducir los procesos de muerte celular que permiten, en principio, tratar el cancer con

este tipo de compuestos de coordinacion.
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Se desarroll6 un protocolo sintético adecuado para la preparacion de los nitrosilos de
rutenio de formula general ¢rans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs). La
metodologia permitio la obtencidon de cantidades relativamente grandes (300 — 500
mg) de estos compuestos sin necesitarse los procesos tediosos y costosos de
purificacion para la quimica de las especies cis(Cl,Cl)- y trans(Cl,Cl)-[RuClx(R-
tpy)(NO)](PFs). Se encontré ademas que el ligante -OH puede reemplazarse con
relativa facilidad por un grupo -OEt al tratarse con etanol con calentamiento
moderado. La labilidad del grupo -OH, desconocida hasta este trabajo, podria permitir
la obtencion en un futuro de derivados interesantes empleando otros nucledfilos.

En conjunto, los resultados del estudio de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas
de las series de nitrosilos de rutenio con los intercambios de ligante Cl-=OH—OEt,
sugieren una transferencia de carga ligante—metal incrementando en el mismo
sentido, lo que produce una mejor retrodonaciéon Ru—NO. Esto resulta, sin embargo,
en un fortalecimiento del enlace Ru-NO y una disminucion de ®no. Estos resultados
muestran que para maximizar ®no es mas favorable la presencia de grupos
electroatractores (GEA) en posicion trans al nitrosilo, lo que, acompafiado a un
disefio del ligante tridentado que incremente grp,, podria proveer sistemas con

eficiencias elevadas en términos de @y X Orp4.
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1.7. PARTE EXPERIMENTAL

1.7.1. Consideraciones generales

Todos los materiales de partida fueron obtenidos de casas comerciales y usados como fueron
recibidos; los disolventes empleados fueron de grado analitico. A menos de que se indique
lo contrario, las reacciones se llevaron a cabo bajo condiciones atmosféricas y de iluminacion
convencionales. Las purificaciones por cromatografia en columna se realizaron sobre SiOz;
después de la elucion con un sistema de disolventes adecuado, los productos se aislaron por
evaporacion a sequedad de la fraccion principal a presion reducida. Los espectros de RMN-
'H se registraron en equipos Bruker Avance 400 y Jeol ECA 500 a 298 K usando disolventes
deuterados; los desplazamientos quimicos para 'H y 1*C son relativos a la sefial residual no
deuterada, fijada en & = 7.26 ppm (CDCl3), 6 = 1.940 (CD3CN), 6 = 2.50 ppm (DMSO-ds)
para RMN-'H y § = 77.00 ppm (CDCl;3), § = 1.320 (CD3CN) para RMN-!3C. Los valores de
las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz. Los espectros de infrarrojo
fueron determinados en un espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR (ATR). Los
espectros de UV-Visible fueron obtenidos en un espectrofotometro Hewlett Packard 8454A.
Los datos de espectrometria de masas de baja (EM) y alta resolucion (EMAR) fueron
adquiridos equipos Thermo Scientific LCQ Fleet y Agilent G1969A, respectivamente. Los

analisis elementales fueron obtenidos usando un instrumento Perkin Elmer 2400 Series 1.
1.7.2. Sintesis organica

(E)-3-fenil-1-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona (38a)..*’? A una suspension de benzaldehido
(1.0612 g, 10 mmol) y 2-acetilpiridina (37) (1.2114 g, 10 mmol) en metanol (15 mL) se le

agreg6 gota a gota NaOHc) (10 mL, 1 M) a 0 °C bajo agitacion magnética. La mezcla de

118



reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 7 horas; el solido formado se colectod, se
lavo con agua y metanol frios y se purificd por cromatografia en columna empleando una
mezcla hexano/acetato de etilo 7/3 como sistema de elucion para rendir 1.9247 g (9.2 mmol,
92 %) de 38a como un sélido amarillo claro. RMN-'H & (400 MHz, CDCls): 8.75 (m, 1H,
H-8), 8.31 (dd, J = 16.0, 0.5 Hz, 1H, H-3), 8.20 (dd, J= 7.2, 1.2 Hz, 1H, H-5), 7.96 (d, J =
16.0 Hz, 1H, H-2), 7.87 (dt, J=17.6, 1.7 Hz, 1H, H-7), 7.76 - 7.71 (m, 2H, H-2"), 7.55 - 7.48

(m, 1H, H-6), 7.44 - 7.35 (m, 3H, H-3’/H-4").

(E)-1-(piridin-2-il)-3-(tien-2-il)prop-2-en-1-ona (38b).’’®! Sintetizado de manera
analoga a lo descrito arriba para 38a, a partir de 2-tienilcarboxaldehido (36b). El producto se
obtuvo en 83 % de rendimiento como un s6lido amarillo cristalino. RMN-'H & (400 MHz,
CDCl): 8.74 (ddd, J=4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H, H-8), 8.17 (dt, J= 7.9, 1.0 Hz, 1H, H-5), 8.06
(s, 2H, H-2/H-3), 7.86 (td, J= 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-7), 7.47 (ddd, J= 7.6, 4.8, 1.3 Hz, 1H, H-
6), 7.44 —7.42 (m, 1H, H-5"), 7.41 (dd, /=3.7, 1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.09 (dd, /= 5.0, 3.7 Hz,

1H, H-4).

Yoduro de 1-(2-o0xo0-2-(piridin-2-il)etil)piridinio (39).**! A una disolucion de yodo
(6.0 g, 23.8 mmol) en piridina (35 mL) se le agregd 2-acetilpiridina (37) (2.7 g, 23.8 mmol)
y la mezcla se agit6 bajo atmosfera y a temperatura de reflujo durante 2 horas. El s6lido café
obtenido fue colectado, lavado con cloruro de metileno (2x50 mL), co-evaporado con tolueno
(3x20 mL) para remover la piridina residual y secado al vacio para rendir 5.85 g (17.9 mmol,
75 %) de un solido gris cristalino. RMN-'H § (400 MHz, DMSO-d): 9.03 (dd, J= 6.6, 1.3
Hz, 2H, H-1), 8.88 (ddd, J=4.8, 1.6, 1.1 Hz, 1H, H-10), 8.74 (tt, /= 7.9, 1.3 Hz, 1H, H-3),
8.31 — 8.27 (m, 2H, H-2), 8.14 (td, J= 7.6, 1.6 Hz, 1H, H-8), 8.07 (dt, /= 7.6, 1.3 Hz, 1H,
H-7), 7.84 (ddd, J=17.6, 4.8, 1.3 Hz, 1H, H-9), 6.52 (s, 2H, H-4).
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4’-fenil-2,2°:6,2”’-terpiridina (40a).*”) A una mezcla de 38a (1.0463 g, 5 mmol), 39
(1.6307 g, S mmol) y NH4OAc (5.0104 g, 65 mmol) se le agrego etanol (20 mL) y la reaccion
se calentd a reflujo durante 12 horas. El solido verde resultante se colecto, lavo con agua y
metanol frios y se recristalizo de etanol para rendir 1.0828 g (3.5 mmol, 70 %) de 40a como
un solido blanco cristalino. RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 8.75 (s, 2H, H-7), 8.73 (ddd, J =
4.8, 1.7, 0.8 Hz, 2H, H-1), 8.67 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-4), 7.93-7.90 (m, 2H, H-2"), 7.87 (td,
J=17.7,1.8 Hz, 2H, H-3), 7.51 (t, J= 7.3 Hz, 2H, H-3"), 7.45 (t,J= 7.3 Hz, 1H, H-4") 7.34

(ddd, J=7.5, 4.8, 1.1 Hz, 2H, H-2).

4’-tien-2-il-2,2°:6°,2>’-terpiridina (40b).*” Sintetizada de manera analoga a lo descrito
arriba para 40a, a partir de 38b. El producto se obtuvo en 53 % de rendimiento como un
solido gris claro. RMN-'H & (400 MHz, CDCl5): 8.74 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.8 Hz, 2H, H-1),
8.69 (s, 2H, H-7), 8.64 (dt, J="7.8, 0.9 Hz, 2H, H-4) , 7.86 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 2H, H-3),
7.77 (dd,J=3.7,1.1 Hz, 1H, H-3"), 77.44 (dd, /= 5.0, 1.0 Hz, 1H, H-5"), 7.35 (ddd, J= 7.5,

4.8, 1.1 Hz, 2H, H-2), 7.17 (dd, J= 5.0, 3.7 Hz, 1H, H-4").

2-bromo-9H-fluoreno (44).°") A una disoluciéon de 9H-fluoreno (5 g, 30.1 mmol) en
acetona (100 mL) se agregd N-bromosuccinimida (5.3537 g, 30.1 mmol) y la mezcla se agit6d
a temperatura de reflujo durante 3 horas, tras lo cual se vertié sobre agua/hielo (150 mL), se
extrajo con diclorometano (3 x 75 mL), se sec6 con Na,SO4 anhidro, se evapord a sequedad
y se purific6 mediante cromatografia en columna usando como eluyente una mezcla
hexano/acetato de etilo 8/2 a gradiente para rendir 6.4957 g (26.5 mmol, 88 %) de 44 como
un solido blanco. RMN-'H § (400 MHz, CDCls): 7.74 (d, 1H, J = 7.5 Hz, H-4), 7.65 (s, 1H,
H-1),7.62 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H-8), 7.52 (d, 1H, J= 7.5 Hz, H-3), 7.47 (m, 1H, H-5), 7.36 (t,
1H, J=7.1 Hz, H-6), 7.31 (m, 1H, H-7), 3.86 (s, 2H, H-9).
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2-bromo-9,9-dihexil-fluoreno (45).°?! A una disolucion de 44 (11.4512 g, 46.73 mmol)
y bromuro de tetrabutilamonio (0.8088 g, 2.51 mmol) en dimetilsulfoxido (135 mL) se afiadio
NaOHge) (17.2 mL, 50 %) y se dejo agitar hasta que la disolucion se torné verde, tras lo cual
se afiadio 1-bromohexano (19.7 mL, 140 mmol) y la mezcla se agitd bajo atmdsfera de argon
durante la noche, tras lo cual se vertio en agua/hielo (100 mL), se extrajo con acetato de etilo
(3 x 100 mL), se lavo con agua (3 x 125 mL), se sec6 con Na>SO4 anhidro, se evaporo a
sequedad y se purificé mediante cromatografia en columna usando pentano como eluyente
para rendir 18.8115 g (45.5 mmol, 97 %) de 45 como un aceite amarillo. RMN-'H & (400
MHz, CDCl3): 7.65 (d, 1H, J = 4.5 Hz, H-1), 7.55 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-4), 7.46 - 7.40 (m,
2H, H-8, H-3), 7.34 - 7.29 (m, 3H, H-5/H-6/H-7), 1.93 — 1.85 (m, 4H, CH>), 1.20 - 0.99 (m,

12H, CHa), 0.79 (t, J = 7.0 Hz, 6H, CHz), 0.63-0.53 (m, 4H, CHo).

Acido (9,9-dihexil-fluoren-2-il)boroénico (46).°°! A una disolucion de 45 (5 g, 12.1
mmol) en THF (60 mL) a -78 °C se agregd n-BuLi (9.8 mL, 1.6 M) gota a gota; la mezcla de
reaccion se agitd durante 45 minutos a la misma temperatura, tras lo cual se agrego
trimetilborato (4.0 mL, 36.3 mmol) gota a gota y la reaccion se dejo en agitacion toda la
noche a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo al verterla sobre agua/hielo (100 mL),
se acidificd con HCI hasta pH = 3, se extrajo con éter etilico (3 x 75 mL), se lavd con agua
(3 x 75 mL), se secd con NaSO4 anhidro, se evapord a sequedad y se purifico mediante
cromatografia en columna usando como eluyente una mezcla pentano/acetato de etilo 6/4 a
gradiente para rendir 4.0746 g (10.8 mmol, 89 %) de 45 como un s6lido blanco. RMN-'H §
(400 MHz, CDCl3): 8.37 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H-4), 8.29 (s, 1H, H-1), 7.95 (d, J= 7.6 Hz, 1H,
H-3),7.86 —7.82 (m, 1H, H-8), 7.52 — 7.40 (m, 3H, H-5/H-6/H-7), 2.30 — 2.00 (m, 4H, CH>),

1.24 —1.04 (m, 12H, CH>), 0.86—0.64 (m, 10H, CH3/CH>).
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4’-(4-bromofenil)-2,2':6',2"-terpiridina  (48a).°** A una disolucion de 4-
bromobenzaldehido (47a) (2.5 g, 13.5 mmol) en etanol (40 mL) se agreg6 una disolucion de
2-acetilpiridina (37) (3.0 mL, 27.0 mmol) y KOH (1.5149 g, 27.0 mmol) en etanol (22 mL)
previamente agitada 30 minutos a temperatura ambiente. Después de agitarse durante 15
minutos mas, se agregdé NH4OHac) (25 %, 27 mL) y la mezcla se calent6 a reflujo durante 12
horas. El solido resultante se colectd, lavd con agua y metanol frios y se purifico por
recristalizacion de etanol para rendir 3.2498 g (0.83 mmol, 62 %) de 48a como un soélido
blanco. RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 8.72 (ddd, J=4.8, 1.8, 1.0 Hz, 2H, H-1), 8.69 (s, 2H,
H-7), 8.66 (dt, /= 8.0, 1.0 Hz, 2H, H-4), 7.88 (td, /= 7.6, 1.8 Hz, 2H, H-3), 7.77 (d, /= 8.6

Hz, 2H, H-2), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3"), 7.35 (ddd, J= 7.6, 4.8, 1.0 Hz, 2H, H-2).

4’-(5-bromotien-2-il)-2,2':6',2"'-terpiridina (48b).**" Sintetizada de manera analoga
a lo descrito arriba para 48a, a partir de 5-bromotienil-2-carboxaldehido (47b). El producto
se obtuvo en 35 % de rendimiento como un solido blanco. RMN-H & (400 MHz, CDCls):
8.72 (ddd, J=4.8, 1.8, 1.0 Hz, 2H, H-1), 8.62 (dt, /= 7.9, 1.0 Hz, 2H, H-4), 8.59 (s, 2H, H-
7),7.87 (td,J=7.9, 1.8 Hz, 2H, H-3), 7.52 (d, /= 3.9 Hz, 1H, H-3"), 7.35 (ddd, J=7.5, 4.8,

1.0 Hz, 2H, H-2), 7.12 (d, /= 3.9 Hz, 1H, H-4").

4'-(4-(9,9-dihexil-fluoren-2-il)fenil)-2,2':6',2"'-terpiridina (49a). A un matraz de bola
que contenia 46 (0.4214 g, 1.1 mmol), 48a (0.3938 g, 1.0 mmol), KoCO3 (0.2169 g, 1.2
mmol) y Pd(PPh3)>Cl> (0.0375 g, 0.053 mmol) se agregd una mezcla tolueno/metanol 1/1 (8
mL) y se dejo la reaccion a reflujo durante 12 horas bajo atmosfera de nitrogeno. El producto
formado se filtrd y se purificé mediante cromatografia en columna empleando como eluyente
una mezcla diclorometano/acetato de etilo 95/5 a gradiente para rendir 0.4679 g (0.729 mmol,
72 %) de 49a como un solido microcristalino blanco. RMN-'H & (500 MHz, CDCls): 8.82
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(s, 2H, H-7), 8.76 (ddd, /=4.8, 1.7, 0.8 Hz, 2H, H-1), 8.70 (d, /= 7.9 Hz, 2H, H-4), 8.04 (d,
J=8.3 Hz, 2H, H-2"), 7.90 (td, /=7.8, 1.8 Hz, 2H, H-3), 7.82 (d, /= 8.3 Hz, 2H, H-3"), 7.79
(d, J=7.8 Hz, 1H, H-7), 7.76 — 7.74 (m, 1H, H-10"), 7.66 (dd, J= 7.8, 1.6 Hz, 1H, H-6"),
7.64 —7.62 (m, 1H, H-17"), 7.39 — 7.31 (m, 5H, H-2/H-11°/H-12°/H-13"), 2.04 (dt, J=11.1,
5.7 Hz, 4H, CH»), 1.15 - 1.04 (m, 12H, CH»), 0.77 (t,J= 7.1 Hz, 6H, CH3), 0.76 — 0.61 (m,
4H, CH,). RMN-BC § (125 MHz, CDCl3): 156.30 (C-5), 155.99 (C-6), 151.51 (C-16"),
151.04 (C-14°), 149.81 (C-8), 149.16 (C-1), 142.36 (C-4’), 140.80 (C-5’), 140.65 (C-9°),
139.15 (C-8’), 137.04 (C-17), 136.89 (C-3), 127.71 (C-2°), 127.62 (C-3’), 127.11 (C-11°),
126.79 (C-127), 125.97 (C-6"), 123.84 (C-2), 122.90 (C-13), 121.40 (C-4/C17°), 119.99 (C-
77), 119.80 (C-10"), 118.66 (C-7), 55.18 (C-157), 40.38 (CHz), 31.46 (CH»), 29.68 (CH>),
23.74 (CHz), 22.56 (CH>), 14.00 (CH3). EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para CasHasNs3

[M™+H]": 642.3843. Encontrado: 642.3842. Error: -0.16 ppm.

4'-(5-(9,9-dihexil-fluoren-2-il)tien-2-il)-2,2':6',2"'-terpiridina (49b). Sintetizada de
manera andloga a lo descrito arriba para 49a, a partir de 48b. El producto se obtuvo en 85 %
de rendimiento como un liquido amarillo viscoso. RMN-'H & (500 MHz, CDCls): 8.78 —
8.75 (m, 2H, H-1), 8.73 (s, 2H, H-7), 8.67 (d, J= 7.9 Hz, 2H, H-4), 7.88 (td, /= 7.8, 1.7 Hz,
2H, H-3), 7.80 (d, J=3.8 Hz, 1H, H-3"), 7.74 — 7.66 (m, 3H, H-11°/H-8°/H-7"), 7.66 — 7.63
(m, 1H, H-18"), 7.45 (d, J=3.8 Hz, 1H, H-4"), 7.39 — 7.30 (m, 5H, H-2/H-12°’/H-13’/H-14"),
2.05-1.99 (m, 4H, CH»), 1.16 — 1.02 (m, 12H, CH»), 0.77 (t, J= 7.1 Hz, 6H, CH3), 0.73 —
0.61 (m, 2H, CHz). RMN-3C § (125 MHz, CDCls): 156.03 (C-5/C-6), 151.61 (C-17°),
150.95 (C-15°), 149.13 (C-1), 146.85 (C-8), 143.28 (C-5’), 141.26 (C-10’), 140.48 (C-9’),
140.31 (C-2°), 136.86 (C-3), 132.61 (C-6), 127.25 (C-7°), 126.82 (C-3"), 124.66 (C-12°),

123.92 (C-2/C-4%), 123.90 (C-13), 122.86 (C-14"), 121.33 (C-4), 120.12 (C-117), 120.04 (C-
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8’), 119.78 (C-18"), 116.57 (C-7), 55.18 (C-16"), 40.42 (CHa), 31.46 (CHa), 29.68 (CHa),
23.72 (CHa), 22.56 (CHa), 13.98 (CHs). EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para CasHasN3S

[M™+H]": 648.3407. Encontrado: 648.3408. Error: 0.15 ppm.

2,7-diyodo-9H-fluoreno (54).'”! En un matraz de fondo redondo de 500 mL se
suspendid 9H-fluoreno (43) (10 g, 60.16 mmol) en agua (33 mL) y se agregaron acido acético
(160 mL) y acido sulfurico (5 mL). La reaccion se calentd hasta 95 °C, con lo que se obtuvo
una mezcla homogénea, después se enfrid a 80 °C y se agregaron Hs1Os (5 g, 22 mmol) y I
(10.1 g, 39.8 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo durante 4 horas y se detuvo al enfriar en
bafio de agua/hielo. El solido obtenido se colecto, se lavd con NaxCOs(sary y agua abundante
y se secd a vacio, con lo que se obtuvieron 19.1 g (45.72 mmol, 76 %) de 54 como un sélido
beige. RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 7.87 (s, 2H), 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.49 (d, J= 8.0

Hz, 2H), 3.83 (s, 2H).

9,9-dihexil-2,7-diyodo-fluoreno (55).°*! En un matraz Schlenk se agregaron
54 (19.5 g, 46.73 mmol), TBAB (0.8 g, 2.51 mmol) y DMSO (70 mL), seguido por la adicién
de NaOHac) (50 %, 17.2 mL) bajo atmdsfera de argon. Después de que la disolucion se tornd
verde, se agregd 1-bromohexano y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la
noche. La reaccion se detuvo al vertirse en agua/hielo (200 mL), se extrajo con acetato de
etilo (3 x 75 mL), se secd con NaxSO4qnn) y se evapord a sequedad a presion reducida. La
reaccion se purificé mediante cromatografia en columna empleando pentano como eluyente
para rendir 26.7 g (45.5 mmol, 97 %) de 55 como un s6lido amarillo claro. RMN-'H § (400
MHz, CDCl): 7.67 —7.63 (m, 4H), 7.40 (d, /= 8.6 Hz, 2H), 1.93 — 1.85 (m, 4H), 1.17 - 1.01

(m, 12H), 0.79 (t, J=7.0 Hz, 6H), 0.64 — 0.51 (m, 4H).
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9,9-dihexil-fluoreno-2,7-dicarbaldehido (56).''%! Una disolucion de 55 (5 g, 8.5 mmol)
en THF (60 mL) se enfti6 a -78 °C, seguido por la adicién lenta de n-BuLi (1.6 M, 10.6 mL,
17 mmol) bajo atmdsfera de argdn. Después de agitarse durante 1 hora a esta temparatura, se
agreg6 DMF seca (1.3 mL, 17 mmol) y la reaccion se mantuvo a -78 °C durante 1 h, seguido
por agitacion a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se detuvo por la adicion
de HCI (1 M, 100 mL), se extrajo con acetato de etilo (3 x 75 mL), se secé con Na>xSOusanh) ¥
se evapord a sequedad a presion reducida. La reaccion se purificd mediante cromatografia en
columna empleando una mezcla pentano/acetato de etilo 9/1 como eluyente para rendir 2.8
g (7.14 mmol, 84 %) de 56 como un aceite amarillo viscoso. RMN-'H & (400 MHz, CDCls):
10.03 (s, 2H), 7.90 — 7.81 (m, 6H), 2.07 — 1.97 (m, 4H), 1.03 — 0.84 (m, 12H), 0.63 (t, J =

6.9 Hz, 1H), 0.56 — 0.44 (m, 4H).

(2E,2'E)-3,3'-(9,9-dihexil-fluoreno-2,7-diil)bis(1-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona) (57).
En un matraz de fondo redondo de 250 mL, se suspendieron 56 (1.7 g, 4.83 mmol) y 2-
acetilpiridina (37) (1.04 mL, 9.66 mmol) en etanol (80 mL) y THF (2 mL), seguido por la
adicion gota a gota de NaOHac) (12.5 mL, 1 M) y agitacion a temperatura ambientedurante
la noche. El s6lido formado se colectd, lavo con agua y recristalizd de etanol para rendir
2.3 g(3.82 mmol, 90 %) de 57 como un sélido amarillo. RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 8.79
(ddd,J=4.8, 1.8, 1.0 Hz, 2H), 8.33 (d, /= 16.0 Hz, 1H), 8.22 (dt, /= 7.8, 1.0 Hz, 2H), 8.05
(d, J=16.0 Hz, 2H), 7.90 (td, /= 7.8, 1.5 Hz, 2H), 7.78 — 7.70 (m, 6H), 7.52 (ddd, J = 7.8,
4.8, 1.5 Hz, 2H), 2.10 - 2.02 (m, 4H), 1.13 — 0.99 (m, 12H), 0.75 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 0.65 —
0.56 (m, 4H). RMN-BC § (100 MHz, CDCl3): 189.42, 154.45, 152.11, 148.83, 145.49,

143.05, 137.10, 134.77, 128.75, 126.87, 123.02, 122.98, 120.59, 120.19, 55.33,40.37, 31.49,
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29.61, 23.75, 22.54, 13.96. EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para C41H4sN,O, [M*+H]":

597.3481. Encontrado: 597.3474. Error: -1.2 ppm.

4',4'"'-(9,9-dihexil-fluoreno-2,7-diil)bis-2,2':6',2"'-terpiridina (L1). En un matraz de
fondo redondo de 250 mL se suspendieron 57 (1.1 g, 1.84 mmol), 39 (1.4 g, 4.29 mmol) y
NH4OAc (4.1 g, 53 mmol) en etanol (52 mL) y THF (2.5 mL). La mezcla se agit6 a
temperatura de reflujo durante 9 horas y se dejo en calentamiento moderado durante la noche.
El solido verde resultante se colectd, lavd con abundante agua y se purificd por cromatografia
en columna empleando una mezcla pentano/acetato de etilo 9/1 como eluyente para rendir
0.65 g (0.81 mmol, 44 %) de L1 como un solido amarillo claro. RMN-'H § (400 MHz,
CDCls): 8.81 (s, 4H), 8.77 (ddd, J=4.8, 1.9, 1.0 Hz, 4H), 8.69 (dt, J=7.8, 1.0 Hz, 4H), 7.96
—7.85 (m, 10H), 7.36 (ddd, J=7.8, 4.8, 1.0 Hz, 4H), 2.21 — 2.12 (m, 4H), 1.17 — 1.03 (m,
12H), 0.80 — 0.65 (m, 10H). RMN-13C § (100 MHz, CDCIl5): 156.39, 155.95, 152.04, 150.86,
149.09, 141.53, 137.79, 136.86, 126.57, 123.77, 121.49, 121.44, 120.46, 118.99, 55.79,

40.41, 31.46, 29.58, 23.75, 22.53, 13.95.

9,9-dihexil-7-yodo-fluoreno-2-carboxaldehido (58).°”) En un matraz Schlenk de 500
mL se disolvid 55 (20 g, 34.11 mmol) en THF seco (154 mL), seguido por la adicion lenta
de n-BuLi (1.6 M, 39.22 mmol, 24.5 mL) a -78 °C. Después de agitarse una hora a esta
temperatura, se agregd DMF seca y se mantuvo la reaccion a -78 °C durante una hora,
seguido por agitacién a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se detuvo al
vertirla sobre HCI (1M, 100 mL), se extrajo con acetato de etilo (3 x 75 mL), se sec6 con
Na2SOsann) y se evapord a sequedad a presion reducida. La reaccion se purifico mediante
cromatografia en columna empleando una mezcla pentano/acetato de etilo 9/1 como eluyente
para rendir 6.8 g (13.99 mmol, 41 %) de 58 como un aceite amarillo. RMN-TH & (400 MHz,
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CDCls): 10.05 (s, 1H), 7.87 — 7.67 (m, 5H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 2.01 — 1.87 (m, 4H),

1.13 - 0.97 (m, 12H), 0.74 (t, J= 6.9 Hz, 6H), 0.63 — 0.49 (m, 4H).

(E)-3-(9,9-dihexil-7-yodo-fluoren-2-il)-1-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona (59). A un
matraz que contenia 58 (3.0 g, 6.14 mmol), 2-acetilpiridina (37), etanol (60 mL) y THF
(1 mL), se agregd gota a gota NaOHac) (6.2 mL, 1 M) y la mezcla se agitd durante 7 horas a
temperatura ambiente. El solido amarillo resultante se colectd, lavé con abundante agua y
recristalizo de etanol para rendir 3.2 g (5.36 mmol, 87 %) de 59 como un solido amarillo.
RMN-'H § (400 MHz, CDCIl5): 8.80 (dt, J=4.8, 1.5 Hz, 1H), 8.34 (d, /= 16.0 Hz, 1H), 8.23
(d, /J=7.8 Hz, 1H), 8.06 (d, /= 16.0 Hz, 1H), 7.91 (td, J= 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.74 — 7.67 (m,
5H), 7.55—-7.45 (m, 2H), 2.10 - 1.91 (m, 4H), 1.17 - 1.02 (m, 12H), 0.78 (t,J= 6.9 Hz, 6H),
0.67—-0.55 (m, 4H). RMN-13C § (100 MHz, CDCl3): 189.36, 154.39, 153.75, 150.75, 148.78,
145.43, 142.84, 139.88, 137.05, 136.03, 134.56, 132.15, 128.69, 126.83, 122.97, 122.83,
121.82, 120.14, 120.06, 93.59, 55.40, 40.19, 31.42, 29.54, 23.65, 22.51, 13.95. EM (ESI)

m/z: 592.00 [M*+H]".

4'-(9,9-dihexil-7-yodo-fluoren-2-il)-2,2':6',2"'-terpiridina (60). A un matraz que
contenia 59 (2.8 g, 4.75 mmol), 39 (1.5 g, 4.75 mmol) y NH4OAc (4.8 g, 62 mmol), se
agregaron etanol (28 mL) y THF (10 mL). La mezcla se agit6 a temperatura de reflujo durante
12 horas. El so6lido verde resultante se colectd, lavd con abundante agua y se purificd por
cromatografia en columna empleando una mezcla pentano/acetato de etilo 9/1 como eluyente
para rendir 1.9 g (2.77 mmol, 58 %) de 60 como un sdlido purpura claro microcristalino.
RMN-'H § (400 MHz, CDCI3): 8.78 — 8.74 (m, 4H), 8.69 (dt, /= 7.9, 1.1 Hz, 2H), 7.94 —
7.87 (m, 3H), 7.82 — 7.77 (m, 2H), 7.71 — 7.67 (m, 2H), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.38 (ddd,
J=175,438,12Hz, 2H),2.14-1.91 (m, 4H), 1.18 — 1.02 (m, 12H), 0.77 (t, /= 6.9 Hz, 6H),
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0.63 (s, 4H). RMN-13C § (100 MHz, CDCl3): 156.39, 155.99, 153.59, 151.00, 150.80,
149.13, 141.09, 140.17, 138.08, 136.93, 135.94, 132.11, 126.65, 123.84, 121.70, 121.49,
120.26, 119.00, 93.03, 55.70,40.27, 31.45, 29.58, 23.69, 22.56, 13.98. EM (ESI) m/z: 692.08

[M*+H]".

9,9-dihexil-7-((trimetilsilil)etinil)-fluoreno-2-carboxaldehido (61).['''l A un matraz
que contenia 58 (3.0 g, 6.24 mmol), Pd(PPh3)>Cl> (0.2 g, 0.312 mmol) y Cul (0.6 g, 3.12
mmol), se agregaron THF (100 mL), etiniltrimetilsilano (4.3 mL, 31.2 mmol) y EtsN (10 mL)
gota a gota. Después de calentarse a reflujo durante 24 horas bajo atmodsfera de argon, la
mezcla se evaporo6 a sequedad y se purificé por cromatografia en columna empleando una
mezcla pentano/acetato de etilo 9/1 como eluyente para rendir 2.8 g (6.15 mmol, 99 %) de
61 como un aceite amarillo. RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 10.06 (s, 1H), 7.89 — 7.78 (m,
3H), 7.73 — 7.61 (m, 1H), 7.53 — 7.46 (m, 2H), 2.05 — 1.91 (m, 4H), 1.13 — 0.97 (m, 12H),

0.76 (t, J= 7.0 Hz, 6H), 0.29 (s, 9H).

7-etinil-9,9-dihexil-fluoreno-2-carboxaldehido (62).[''") Una mezcla de 61 (2.82 g,
6.13 mmol), K»CO3 (1.0 g, 7.23 mmol), metanol (50 mL) y THF (1 mL) se agitd durante 5
horas a temperatura ambiente; después de verter sobre agua/hielo (100 mL), la mezcla de
reaccion se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), se secd con Na>SOyenn) y se evaporo a
sequedad a presion reducida. La reaccion se purifico mediante cromatografia en columna
empleando una mezcla hexano/acetato de etilo 95/5 como eluyente para rendir 1.9 g (4.84
mmol) de 62 como un aceite naranja. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 10.06 (s, 2H), 7.91 —
7.79 (m, 3H), 7.72 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.54 — 7.49 (m, 2H), 3.19 (s, 1H), 2.00 (dt, J = 12.2,

5.1 Hz, 4H), 1.12 - 0.97 (m, 12H), 0.74 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 0.62 — 0.51 (m, 4H).
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(E)-3-(7-etinil-9,9-dihexil-fluoren-2-il)-1-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona (63).
Sintentizado de manera analoga a lo descrito arriba para 59, partiendo del aldehido 62. El
compuesto se obtuvo como un sélido amarillo claro en 93 % de rendimiento. RMN-'H &
(400 MHz, CDCl): 8.77 (d, J= 5.1 Hz, 1H), 8.33 (d, /= 16.0 Hz, 1H), 8.21 (d,J=7.9 Hz,
1H), 8.05 (d, J=16.0 Hz, 1H), 7.87 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.75 — 7.62 (m, 4H), 7.52 — 7.46 (m,
4H), 3.17 (s, 1H), 2.09 — 1.91 (m, 4H), 1.14 - 0.98 (m, 12H), 0.75 (t, /= 6.9 Hz, 6H), 0.67 —
0.51 (m, 4H). RMN-3C § (100 MHz, CDCls): 189.33, 154.32, 151.65, 151.39, 148.75,
145.46, 143.00, 140.91, 137.03, 134.50, 131.24, 128.66, 126.81, 126.52, 122.95, 122.87,

121.03, 120.39, 120.07, 84.46, 77.51, 55.20, 40.23, 31.42, 29.56, 23.65, 22.49, 13.91.

4'-(7-etinil-9,9-dihexil-fluoren-2-il)-2,2':6',2"'-terpiridina (64). Sintetizado de manera
analoga a lo descrito arriba para 60, partiendo de 63 como materia prima. El compuesto se
obtuvo como un sélido naranja claro en 68 % de rendimiento. RMN-'H § (400 MHz, CDCls):
8.78 — 8.75 (m, 4H), 8.69 (dt, J= 8.0, 1.1 Hz, 2H), 7.93 — 7.87 (m, 3H), 7.84 — 7.80 (m, 2H),
7.71 (d, J=6.8 Hz, 1H), 7.51 (dd, J=9.1, 1.3 Hz, 2H), 7.38 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.3 Hz, 2H),
3.17 (s, 1H), 2.13 - 1.97 (m, 4H), 1.15 - 1.02 (m, 12H), 0.76 (t, J= 7.0 Hz, 6H), 0.62 (p, J =
7.9 Hz, 4H). RMN-3C § (100 MHz, CDCl3): 156.38, 155.97, 151.64, 151.19, 150.81,
149.11, 141.30, 141.25, 138.03, 136.95, 131.23, 126.64, 126.55, 123.85, 121.53, 121.50,

120.53, 119.92, 119.04, 84.69, 77.18, 55.52, 40.34, 31.49, 29.62, 23.71, 22.57, 13.97.

Ligante L2. A un matraz de Schlenk que contenia 60 (0.40 g, 0.58 mmol), 64 (0.34 g,
0.58 mmol), Pd(PPh3)>Cl> (0.020 g, 5 mol %) y Cul (0.11 g, 10 mol %), se agregdé THF (14
mL) y EtsN gota a gota. Después de calentarse a reflujo durante 48 horas, la reaccion se
evaporo6 a sequedad y se purifico mediante cromatografia en columna empleando una mezcla

hexano/acetato de etilo 8/2 como eluyente para rendir 0.48 g (0.42 mmol, 72 %) de L2.
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RMN-'H § (400 MHz, CDCls): 8.80 — 8.76 (m, 8H), 8.70 (d, J = 7.9 Hz, 4H), 7.93 — 7.81
(m, 10H), 7.77 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.61 (dd, J= 9.4, 1.8 Hz, 4H), 7.41 — 7.36 (m, 4H), 2.15
~2.01 (m, 8H), 1.17 — 1.03 (m, 24H), 0.77 (t, J= 7.0 Hz, 12H), 0.66 (q, J = 6.5, 4.9 Hz, 8H).
RMN-BC § (100 MHz, CDCLy): 156.43, 155.99, 151.91, 151.30, 150.86, 149.14, 141.50,
140.78, 137.87, 136.94, 130.75, 126.65, 125.96, 123.85, 121.99, 121.50, 120.45, 120.04,
119.03, 90.80, 55.57, 40.50, 31.56, 29.70, 23.78, 22.61, 14.00. EMAR (ESI-TOF") m/z

calculado para CsoHgsNe [M™+H]": 1153.6836. Encontrado: 1153.6830. Error: -0.15 ppm.

1.7.3.Sintesis de compuestos de coordinacion

[Ru(402)Cl3] (41a).[*°! Una mezcla de 40a (812 mg, 2.62 mmol), RuCls-xH>O (0.523 g) y
etanol (70 mL) fue agitada a temperatura de reflujo durante 6.5 horas. Luego, la mezcla fue
concentrada a presion reducida y enfriada a 0 °C en un congelador. El precipitado rojo
resultante fue colectado, lavado con etanol y éter etilico. El solido resultante fue lavado
subsecuentemente con etanol caliente (2 x 50 mL) para rendir 852 mg (1.65 mmol, 63 %) de
41a como un so6lido negro. Analisis elemental encontrado: C, 48.07; H, 2.73; N, 7.77.

Requerido para C21HsClsN3Ru, 0.5 H2O: C, 47.97; H, 3.07; N, 7.99.

[Ru(40b)Cl3] (41b).[''?] Sintetizado de manera andloga a lo descrito arriba para 41a, a
partir del ligante 40b. El producto se obtuvo en 76 % de rendimiento como un solido negro.
Analisis elemental encontrado: C, 42.72; H, 2.22, N, 7.71. Requerido para C19H13CI3N3RuS,

0.5 H20: C, 42.91; H, 2.65; N, 7.90.

Preparacion de la mezcla de isomeros CiS(CLCl)- y trans(CLCIl)-[RuCl:
(412)(NO)](C]) (42a).*! Todos los procedimientos se realizaron protegiendo los

compuestos de la luz. El compuesto 41a (822 mg, 1.59 mmol) fue disuelto en
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dimetilformamida (125 mL), calentado a 85 °C y burbujeado con 6xido nitrico (obtenido por
la adicion lenta de acido nitrico diluido sobre cobre) durante 3 horas bajo atmdsfera de argon.
La mezcla de reaccion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y fue concentrada a presion
reducida hasta un volumen cercano a 10 mL. Después de la adicion de éter etilico
(100 mL) y filtracion a vacio se obtuvieron 802 mg (1.47 mmol, 92 %) de un sélido naranja
claro. El analisis de este s6lido por medio de RMN-'H, mostrd que estaba principalmente
constituido (> 98 %) de la mezcla de dos especies: los compuestos cis(Cl,Cl)-
[RuCl>(42a)(NO)](Cl) (cis-42a) y trans(CLCl)-[RuClx(42a)(NO)](Cl) (trans-42a) en una
proporcion 7/3 (Ver Figura anexa S1). Esta mezcla fue consecuentemente usada para

reacciones posteriores sin purificacion por HPLC.

Preparacion de la mezcla de isomeros Cis(CL,Cl)- y trans(Cl,Cl)-[RuCl:
(41b)(NO)](CI) (42b). Se siguié un protocolo andlogo al descrito para la sintesis de 42a,
empleando el compuesto 41b como material de partida. El rendimiento del crudo de reaccion
fue de 97 %, cuyo analisis por medio de RMN-'H mostré6 que estaba compuesto
principalmente (> 98 %) por la mezcla de dos especies: los compuestos cis(Cl,Cl)-
[RuCl2(42b)(NO)](CI) (cis-42b) y trans(Cl,Cl)-[RuCl2(42b)(NO)](Cl) (trans-42b) en una
proporcion 7/3 (Ver Figura anexa S2). Se aislaron muestras analiticas de ambos isémeros
como sus sales de PFs mediante separacion por HPLC y la posterior adicion de una disolucion
saturada de NH4PFs acuoso hasta la completa precipitacion de las muestras; los so6lidos

obtenidos fueron colectados, lavados con agua y metanol frios y secados a vacio.

cis(CL,Cl)-[RuCl2(42b)(NO)|(PFs) (cis-42b). Solido amarillo cristalino. RMN-
TH & (400 MHz, CD3CN): 9.18 (ddd, J= 5.5, 1.5, 0.5 Hz, 2H, H-1), 8.73 (ddd, J = 8.1, 1.2,

0.6 Hz, 2H, H-4), 8.69 (s, 2H, H-7), 8.48 (td, J="7.9, 1.6 Hz, 2H, H-3), 8.17 (dd, J=3.8, 1.1
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Hz, 1H, H-3), 7.99 — 7.91 (m, 3H, H-2, H-5"), 7.40 (dd, /= 5.0, 3.8 Hz, 1H, H-4’). RMN-
13C § (100 MHz, CD5CN): 158.38 (C-5), 154.79 (C-6), 154.22 (C-1), 150.07 (C-8), 143.75
(C-3), 139.18 (C-27), 134.25 (C-5’), 132.14 (C-3°), 130.95 (C-4’), 130.51 (C-2), 127.48 (C-
4),121.66 (C-7). FT-IR (ATR, cm'): 1887 (vNO). Andlisis elemental encontrado: C, 34.47;
H, 1.33; N, 8.70. Requerido para Ci9H13Cl2F¢N4OPRuS: C, 34.46; H, 1.98; N, 8.46. EMAR
(ESI-TOF") m/z calculado para Ci19Hi3CL.NsORuS [M']": 516.9231. Encontrado: 516.9232.

Error: 0.2 ppm. UV-vis Amax €n nm (¢ en Mlem™): 281 (21568), 363 (18682).

trans(C1,C1)-[RuCl2(42b)(NO)](PFs) (trans-42b). Solido amarillo. RMN-'H § (400
MHz, CD3CN): 8.78 — 8.74 (m, 2H, H-1), 8.67 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-4), 8.60 (s, 2H, H-7),
8.38 (td,/=17.8, 1.3 Hz, 2H, H-3), 8.16 (dd, J=3.8, 1.0 Hz, 1H, H-3"), 7.95 (dd, /=4.7,0.9
Hz, 1H, H-5"), 7.87 (ddd, J=17.5, 5.4, 1.2 Hz, 2H, H-2), 7.39 (dd, J=4.7, 3.8 Hz, 1H, H-4").
RMN-13C § (100 MHz, CD3CN): 154.90 (C-5), 154.10 (C-1), 153.14 (C-6), 152.95 (C-8),
142.44 (C-3), 138.05 (C-2’), 133.86 (C-5°), 131.62 (C-3°), 130.08 (C-2), 130.01 (C-4"),
126.70 (C-4), 120.41 (C-7). FT-IR (ATR, cm™): 1913 (VNO). Analisis elemental
encontrado: C, 34.49; H, 1.52; N, 8.69. Requerido para C19H3Cl2FsN4OPRuS: C, 34.46; H,
1.98; N, 8.46. EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para Ci19H13C1N4ORuS [M']": 516.9231.
Encontrado: 516.9225. Error: -1.2 ppm. UV-vis Amax en nm (¢ en Mlem™): 277 (25201), 361

(17488), 387 (20510).

[Ru(49a)Cls] (50a). Sintetizado de manera andloga a lo descrito para 41a, a partir del
ligante 49a. El producto se obtuvo en 92 % de rendimiento como un solido negro. Analisis
elemental encontrado: C, 64.14; H, 5.85, N, 4.82. Requerido para C46H47CI3N3Ru, H>O: C,

63.70; H, 5.69; N, 4.84.
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[Ru(49b)Cls] (50b). Sintetizado de manera analoga a lo descrito arriba para 41a, a partir
del ligante 49b. El producto se obtuvo en 80 % de rendimiento como un sélido negro.
Analisis elemental encontrado: C, 64.14; H, 5.12, N, 4.78. Requerido para C44H4sCI3N3RuS,

0.5 H20: C, 61.14; H, 5.36; N, 4.86.

Preparacion de la mezcla de isomeros CiS(CLCl)- y trans(CLCl)-[RuCl:
(49a)(NO)](CI) (51a). Se sigui6é un protocolo analogo al descrito para la sintesis de 42a,
empleando el compuesto 50a como material de partida. El rendimiento del crudo de reaccion
fue mayor a 99 %, cuyo andlisis por medio de RMN-'H mostrdé que estaba compuesto
principalmente (> 98 %) por la mezcla de dos especies: los compuetsos cis(Cl,Cl)-
[RuCl>(49a)(NO)|(Cl) (cis-51a) y trans(Cl,Cl)-[RuCl2(49a)(NO)](Cl) (trans-51a). Se
aislaron muestras analiticas de ambos isdémeros como sus sales de PF¢ mediante separacion
por HPLC y la posterior adicion de una disolucion saturada de NH4PF¢ acuoso hasta la
completa precipitacion de las muestras; los solidos obtenidos fueron colectados, lavados con

agua y metanol frios y secados a vacio.

Cis(C1,CI)-[RuCl2(492)(NO)|(PFs) (Cis-51a). Solido naranja. RMN-'H & (400 MHz,
CD;CN): 9.22 (d, J= 5.6 Hz, 2H, H-1), 8.90 (s, 2H, H-7), 8.78 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H-4), 8.51
(t,J = 7.7 Hz, 2H, H-3), 8.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2"), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3"), 8.03
—7.95 (m, 2H, H-2), 7.91 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H-7"), 7.87 — 7.78 (m, 3H, H-6’/H-10"/H-17"),
7.50 —7.44 (m, 1H, H-13"), 7.41 — 7.37 (m, 2H, H-11°/H-12"), 2.18 — 2.05 (m, 4H, CH>) 1.15
—0.99 (m, 12H, CHa), 0.75 (t, J = 6.8 Hz, 6H, CH3), 0.64 — 0.55 (m, 4H, CH,). RMN-13C §
(100 MHz, CD;CN): 158.59 (C-5), 156.72 (C-6), 154.77 (C-8), 154.28 (C-1), 152.77 (C-
16%), 152.07 (C-14"), 145.63 (C-4), 143.83 (C-3), 142.68 (C-9°), 141.45 (C-8°), 139.09 (C-

5%), 134.80 (C-1°), 130.52 (C-2), 129.85 (C-2’), 129.09 (C-3"), 128.63 (C-11°), 128.11 (C-
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12%), 127.49 (C-4), 127.20 (C-6"), 124.10 (C-137), 123.89 (C-7), 122.72 (C-17"), 121.26 (C-
10’),121.00 (C-77),40.79 (C-15"),30.20 (CH2), 24.67 (CH2), 23.17 (CH2), 14.23 (CHs). FT-
IR (ATR, cm™): 1882 (VNO). Analisis elemental encontrado: C, 56.12; H, 4.85; N, 5.33.
Requerido para CssH47CLFeN4OPRu: C, 55.87; H, 4.79; N, 5.67. EMAR (ESI-TOF") m/z
calculado para C4sH47C1N4ORu [M']": 843.2170. Encontrado: 843.2178. Error: 0.9 ppm.

UV-vis Amax en nm (g en M lem™): 405 (18024), 296 (39732).

trans(C1,Cl)-[RuCl2(49a)(NO)|(PFs) (trans-51a). Solido naranja. RMN-'H & (400
MHz, CD;CN): 8.81 — 8.77 (m, 4H, H-1/H-7), 8.72 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-4), 8.41 (td, J =
8.0, 1.2 Hz, 2H, H-3), 8.20 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2"), 8.06 (d, /= 8.4 Hz, 2H, H-3"), 7.92 —
7.87 (m, 3H, H-2/H-7") 7.85— 7.79 (m, 3H, H-6’/H-10°/H-17"), 7.49 — 7.45 (m, 1H, H-13"),
7.40—-7.36 (m, 2H, H-11°/H-12),2.12 -2.02 (m, 4H, CH>), 1.13 - 1.01 (m, 12H, CH>), 0.75
(t,J=6.9 Hz, 6H, CH3), 0.64 — 0.55 (m, 4H, CHz). RMN-13C § (100 MHz, CD3CN): 156.93
(C-6), 156.09 (C-5), 155.15 (C-1), 154.13 (C-8), 152.76 (C-16"), 152.08 (C-14"), 145.87 (C-
4%), 143.50 (C-3), 142.71 (C-9), 141.45 (C-8’), 139.06 (C-5"), 134.51 (C-17), 131.08 (C-2),
129.93 (C-27), 129.05 (C-37), 128.64 (C-11"), 128.10 (C-127), 127.70 (C-4), 127.22 (C-6"),
124.10 (C-137), 123.63 (C-7), 122.76 (C-177), 121.25 (C-10"), 121.01 (C-7"), 56.31 (C-15"),
40.78 (CH>), 32.17 (CH>), 30.20 (CH>), 24.66 (CH>), 23.17 (CH>), 14.23 (CH3). FT-IR
(ATR, cm™): 1888 (VNO). Analisis elemental encontrado: C, 56.43; H, 5.39; N, 5.21.
Requerido para C46H47CLbFsN4OPRu, 0.5 (C2Hs)20: C, 56.20; H, 5.11; N, 5.46. EMAR (ESI-
TOF") m/z calculado para C46Ha7C1N4ORu [M*]*: 843.2170. Encontrado: 843.2194. Error:

2.8 ppm. UV-vis Amax en nm (¢ en M lem™): 425 (18659), 303 (41090).

Preparacion de la mezcla de isomeros CisS(CLCl)- y trans(Cl,Cl)-[RuCl:
(49b)(NO)](CI) (51Db). Se sigui6 un protocolo andlogo al descrito arriba para la sintesis de
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42a, empleando el compuesto 50b como material de partida. El rendimiento del crudo de
reaccion fue de 77 %, cuyo analisis por medio de RMN-'H mostrd que estaba compuesto
principalmente (> 98 %) por la mezcla de dos especies: los compuestos cis(Cl,Cl)-
[RuCl2(49b)(NO)](Cl) (cis-51b) y trans(Cl,Cl)-[RuCl2(49b)(NO)](Cl) (¢rans-51b) en una
proporcion 7/3 (Ver Figura anexa S21). Se aislaron muestras analiticas de ambos isomeros
como sus sales de PF¢ mediante separacion por HPLC y la posterior adicion de una disolucién
saturada de NH4PFs acuoso hasta la completa precipitacion de las muestras; los solidos

obtenidos fueron colectados, lavados con agua y metanol frios y secados a vacio.

Cis(CL,CD)-[RuCl2(49b)(NO)]|(PFs) (cis-51b). Solido rojo. RMN-'H & (400 MHz,
CD3;CN): 9.21 - 9.16 (m, 2H, H-1), 8.83 — 8.74 (m, 4H, H-4/H-7), 8.51 — 8.44 (m, 2H, H-3),
8.27 (d,J=3.9 Hz, 1H, H-3"), 7.99 — 7.94 (m, 2H, H-2), 7.88 (d, /= 8.0 Hz, 1H, H-8’), 7.85
—7.77 (m, 3H, H-7°/H-11’/H-18"), 7.75 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-4"), 7.48 — 7.45 (m, 1H, H-
14%),7.39 (dd, J=5.3, 3.3 Hz, 2H, H-12’/H-13"), 2.13 — 2.06 (m, 4H, CH»), 1.12 — 0.98 (m,
12H, CH>), 0.75 (t, J = 6.9 Hz, 6H, CH3), 0.61 — 0.54 (m, 4H, CH,). RMN-13C § (100 MHz,
CDs;CN): 158.44 (C-5), 154.69 (C-6), 154.23 (C-1), 153.21 (C-17"), 152.93 (C-15"), 152.04
(C-8), 149.67 (C-5"), 143.74 (C-3), 143.69 (C-10"), 141.14 (C-9°), 137.54 (C-27), 133.91 (C-
3%), 132.57 (C-6’), 130.48 (C-2), 128.97 (C-127), 128.23 (C-4’), 127.69 (C-4), 126.97 (C-
13%), 126.41 (C-14’), 124.14 (C-11"), 121.58 (C-7"), 121.47 (C-18’), 121.17 (C-8’), 121.15
(C-7), 56.34 (C-16’), 40.78 (CH2), 32.17 (CH2), 30.19 (CH»), 24.63 (CH>), 23.16 (CH>),
14.22 (CH3). FT-IR (ATR, cm™): 1891 (vNO). Analisis elemental encontrado: C, 52.93; H,
4.58; N, 5.39. Requerido para C44HssCL,FsN4OPRuS: C, 53.12; H, 4.56; N, 5.63. EMAR
(ESI-TOF") m/z calculado para C44HasC1N4sORuS [M]": 849.1735. Encontrado: 849.1741.

Error: 0.7 ppm. UV-vis Amax en nm (¢ en Mlem™): 472 (27333), 330 (29349).
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trans(C1,C1)-[RuCl2(49b)(NO)](PFs) (trans-51b). Sélido rojo. RMN-'H & (400 MHz,
CD:CN): 8.76 (d, J = 5.3 Hz, 2H, H-1), 8.52 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-4), 8.43 (s, 2H, H-7),
8.26 — 8.19 (m, 2H, H-3), 8.12 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-3"), 7.84 — 7.76 (m, 5H, H-2/H-8’/H-
11°/H-18), 7.70 — 7.63 (m, 2H, H-4’/H-7"), 7.49 — 7.45 (m, 1H, H-14"), 7.40 — 7.32 (m, 2H,
H-12’/H-13"), 2.14 — 2.06 (m, 4H, CH»), 1.15 - 1.02 (m, 12H, CH>»), 0.75 (t, J = 6.9 Hz, 6H,
CH3), 0.62 (tq, J=13.8, 8.0, 7.4 Hz, 4H, CH). RMN-13C § (100 MHz, CD3CN): 155.76 (C-
5), 155.14 (C-1), 153.97 (C-6), 153.88 (C-17"), 152.96 (C-8), 152.06 (C-15"), 149.58 (C-5"),
143.83 (C-10%), 143.23 (C-3), 141.06 (C-9’), 137.08 (C-27), 134.33 (C-3’), 132.37 (C-6"),
131.02 (C-2), 129.00 (C-127), 128.25 (C-13’), 127.36 (C-4), 127.04 (C-4’), 126.38 (C-7°),
124.17 (C-14’), 121.58 (C-11), 121.44 (C-18"), 121.19 (C-8°), 120.29 (C-7), 56.34 (C-16"),
40.79 (CH>), 32.23 (CH>), 30.27 (CH>), 24.73 (CH>), 23.23 (CH>), 14.26 (CH3). FT-IR
(ATR, cm™): 1896 (VNO). Analisis elemental encontrado: C, 52.49; H, 4.62; N, 5.45.
Requerido para C44HasCLFsN4OPRuS: C, 53.12; H, 4.56; N, 5.63. EMAR (ESI-TOF") m/z
calculado para C44HssC1bN4ORuS [M*]": 849.1735. Encontrado: 849.1740. Error: 0.6 ppm.

UV-vis Amax en nm (€ en M em™): 487 (29162), 337 (28382).

Procedimiento general para la sintesis de los nitrosilos de rutenio trans(NO,OH) en
agua. Todos los procedimientos se realizaron protegiendo los compuestos de la luz. En un
ensayo tipico, 150 mg de la mezcla cruda de los compuestos 42a-b fueron disueltos en agua
a punto de ebullicién (0.5 mg/mL) seguido por calentamiento a reflujo durante 12 horas. La
disolucion amarilla resultante fue concentrada a presion reducida y tratada con una disolucion
saturada de NH4PFs en agua hasta la completa precipitacion de la muestra (ca. 2 mL). El
solido amarillo-crema asi obtenido fue colectado, lavado con agua y secado. En la mayoria

de los ensayos en este paso el espectro de RMN-'H mostré el consumo total de la materia
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prima y la pureza del compuesto deseado por arriba del 95 %. Cuando se encontraron
impurezas significativas, el producto fue purificado mediante cromatografia en capa fina
preparativa usando una mezcla CH>CIlo/CH3CN 1/1 como eluyente.

trans(NO,OH)-[Ru(40a)(NO)(OH)CI](PFs) (52a). Obtenido como un sélido amarillo
en 89 % de rendimiento. RMN-'H § (400 MHz, CD3CN): 9.11 (d, J=5.5 Hz, 2H, H-1), 8.74
(s, 2H, H-7), 8.60 (d, /= 8.1 Hz, 2H, H-4), 8.39 (t,J= 7.9 Hz, 2H, H-3), 8.07 — 8.03 (m, 2H,
H-27), 7.93 — 7.87 (m, 2H, H-2), 7.66 (d, J = 4.7 Hz, 3H, H-3’, H-4"), 4.35 (br s, 1H, OH).
RMN-BC § (100 MHz, CD3CN): 158.31 (C-5), 156.62 (C-8), 155.04 (C-6), 153.58 (C-1),
143.38 (C-3), 136.15 (C-1"), 132.75 (C-4’), 130.70 (C-3”), 130.03 (C-2), 129.13 (C-2"),
127.03 (C-4), 123.59 (C-7). FT-IR (ATR, cm): 1834 (VNO). Analisis elemental
encontrado: C, 39.86; H, 2.18; N, 9.90. Requerido para C21Hi6CIFsN4O2PRu, 0.5 CH3CN:
C,40.13; H, 2.68; N, 9.57. EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para C21HisCIN4O2Ru [M*]":
493.0005. Encontrado: 493.0018. Error: 2.6 ppm. UV-vis Amax €n nm (¢ en M-'em™): 297
(27734), 325 (19660).

trans(NO,OH)-[Ru(40b)(NO)(OH)CI](PFs) (52b). Obtenido como un so6lido amarillo
en 86 % de rendimiento. RMN-'H & (400 MHz, CD3CN): 9.09 (dd, J = 5.4, 1.1 Hz, 2H, H-
1), 8.57 (s, 2H, H-7), 8.47 (d, /= 7.9 Hz, 2H, H-4), 8.30 (td, /= 7.9, 1.5 Hz, 2H, H-3), 8.04
(dd, /=3.8, 1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.88 (ddd, J= 7.6, 5.5, 1.3 Hz, 2H, H-2), 7.81 (dd, J = 5.0,
1.0 Hz, 1H, H-5"), 7.21 (dd, J = 5.0, 3.8 Hz, 1H, H-4"), 4.46 (br s, 1H, OH). RMN-13C §
(100 MHz, CDs;CN): 158.01 (C-5), 154.95 (C-6), 153.48 (C-1), 149.26 (C-8), 143.24 (C-3),
139.12 (C-2°), 133.99 (C-5°), 131.97 (C-3’), 130.83 (C-4’), 130.00 (C-2), 126.91 (C-4),
120.96 (C-7). FT-IR (ATR, cm™): 1857 (vNO). Analisis elemental encontrado: C, 34.98;

H, 2.21; N, 8.28. Requerido para Ci9H14CIFsN4O,PRuS: C, 35.44; H, 2.19; N, 8.70. EMAR
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(ESI-TOF") m/z calculado para C19H14CIN4O2RuS [M*]": 498.9569. Encontrado: 498.9572.
Error: 0.6 ppm. UV-vis Amax en nm (g en M'em™): 280 (27000), 358 (21103).
Procedimiento general para la sintesis de los nitrosilos de rutenio trans(NO,OEt).
Todos los procedimientos se realizaron protegiendo los compuestos de la luz. 100 mg de las
muestras crudas de los compuestos 52a-b fueron disueltos en 150 mL de etanol absoluto y
agitados a 80 °C por tres horas. La disolucién fue concentrada a presion reducida hasta un
volumen cercano a 5 mL, seguido por la adicion de éter etilico (100 mL). El precipitado asi
obtenido fue colectado, lavado con éter etilico y secado.
trans(NO,OEt)-[Ru(40a)(NO)(OEt)CI](PFs) (53a). Obtenido como un sélido naranja
claro en 93 % de rendimiento. RMN-'H & (400 MHz, CD3CN): 9.16 — 9.11 (m, 2H, H-1),
8.76 (s, 2H, H-7), 8.69 (d, J= 7.6 Hz, 2H, H-4), 8.45 (td, /= 7.9, 1.6 Hz, 2H, H-3), 8.09 —
8.05 (m, 1H, 2H, H-2"), 7.93 (ddd, J= 7.7, 5.5, 1.3 Hz, 2H, H-2), 7.73 — 7.68 (m, 3H, H-3",
H-4"), 3.84 (q, J= 6.9 Hz, 2H, H-9), 0.53 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-10). RMN-13C § (100 MHz,
CDs;CN): 158.50 (C-5), 156.71 (C-8), 155.00 (C-6), 153.57 (C-1), 143.44 (C-3), 136.47 (C-
17), 132.64 (C-4’), 130.71 (C-3’), 130.14 (C-2), 129.18 (C-2"), 126.99 (C-4), 123.80 (C-7),
66.37 (C-9), 19.80 (C-10). FT-IR (ATR, cm™): 1814 (vNO). Analisis elemental encontrado:
C,41.23; H, 2.75; N, 8.62. Requerido para C23H20CIFsN4O2PRu: C, 41.48; H, 3.03; N, 8.41.
EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para C23H20CIN4O2Ru [M']": 521.03210. Encontrado:

521.0338. Error: 3.26 ppm. UV-vis Amax en nm (g en M-lem™): 297 (28077), 328 (19315).

trans(NO,OEt)-[Ru(40b)(NO)(OEt)CI1](PFs) (53b). Obtenido como un solido naranja
claro en 95 % de rendimiento. RMN-'H § (400 MHz, CD3CN): 9.16 — 9.11 (m, 2H, H-1),
8.68 (d, J=28.1 Hz, 2H, H-4), 8.65 (s, 2H, H-7), 8.45 (td, /= 7.9, 1.5 Hz, 2H, H-3), 8.15 (dd,
J=3.8,1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.95 - 7.90 (m, 3H, H-2, H-5"), 7.39 (dd, /= 5.0, 3.8 Hz, 1H, H-
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4%, 3.82 (q, J = 6.9 Hz, 2H, H-9), 0.51 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-10). RMN-13C & (100 MHz,
CDsCN): 158.35 (C-5), 155.05 (C-6), 153.56 (C-1), 149.49 (C-8), 143.38 (C-3), 140.48 (C-
2°), 133.81 (C-5"), 131.76 (C-3"), 130.84 (C-4"), 130.16 (C-2), 126.97 (C-4), 121.31 (C-7),
66.34 (C-9), 19.78 (C-10). FT-IR (ATR, cm™): 1835 (vNO). Andlisis elemental encontrado:
C,37.33; H, 2.24; N, 8.80. Requerido para C21H1sCIFsN4O>PRuS: C, 37.54; H, 2.70; N, 8.34.
EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para C1H sCINsO2RuS [M']": 526.9882. Encontrado:

526.9887. Error: 0.9 ppm. UV-vis Amax en nm (g en M-'em™): 279 (22932), 362 (20347).

1.7.4. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

Las separaciones por HPLC se realizaron en un equipo Autopurif Waters BSM 2545,
equipado con una columna Xbridge C18 RP de dimensiones 150 x 19 mm con particulas de
5 um. En un experimento tipico, 250 mg de la muestra se disolvieron en dimetilsulféxido
(7 mL), se centrifugaron y filtraron a través de un filtro con 0.2 um de tamafio de poro. La
muestra fue inyectada en volimenes de 500 pL y eluida con mezclas metanol/agua (en
gradiente de 0/1 hasta 1/9) acidificadas con 0.1 % (v/v) de acido trifluoroacético. La
separacion se monitored6 mediante lecturas de absorbancia en un intervalo de
A =200 - 600 nm. Las fracciones principales fueron concentradas a presion reducida hasta
un volumen cercano a 5 mL, lo que produjo la precipitacion de los compuestos, los cuales

fueron colectados, lavados con agua (20 mL) y metanol (20 mL) frios y secados a vacio.

1.7.5. Métodos computacionales

Las geometrias moleculares fueron optimizadas usando el programa Gaussian 09,!''3! dentro
del marco de la teoria del funcional de la densidad (DFT) al nivel de teoria B3PW91/6-31G*;

el conjunto base LANL2DZ se usé para los atomos pesados de rutenio.!''*! La eleccion del
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método de calculo siguid reportes previos de nitrosilos de rutenio estructuralmente similares
por el grupo de Mascharak.’" Se realizaron anélisis vibracionales al mismo nivel de teoria
para comprobar que las geometrias correspondian a minimos locales en las superficies de
energia potencial. Los efectos del disolvente (agua, acetonitrilo) se incluyeron a través del
modelo PCM.I''S! Los espectros de absorcién se simularon a partir de las geometrias
optimizadas al nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*, se uso el funcional CAM-B3LYP para
mantener consistencia con estudios previos del grupo, en los que se ha encontrado que este

método provee un error menor en las energias de excitacion que al usar otros funcionales.

1.7.6. Estudios de difraccion de Rayos-X de monocristal

Cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal de los compuestos 38b y 39
se obtuvieron por evaporacion lenta de acetato de etilo/hexano y dimetilsulféxido,
respectivamente; para la cristalizacion de todos los compuestos de coordinacion reportados
en este trabajo se empled la técnica de difusion lenta de vapores de éter etilico sobre
soluciones concentradas de los compuestos en acetonitrilo. Los datos se colectaron en un
difractémetro Bruker Kappa Apex II usando radiacion MoK, (A =0.71073 A). Se realiz6 una

161 a5 estructuras se resolvieron empleando

correccion empirica de los datos con SADABS.!
los programas SHELXT!'7l o SUPERFLIP!''® y refinadas a través de SHELXL!!! y
CRYSTALS.!"2Y Todos los 4tomos distintos de hidrogeno se refinaron anisotropicamente.

Los atomos de hidrégeno se asignaron a densidades electronicas residuales; aquellos

enlazados a 4&tomos de carbono se reposicionaron geométricamente.
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1.7.7. Determinacion cuantitativa de la concentracion de 6xido nitrico

La medicion cuantitativa de la liberacion de NO' se realizd con un detector comercial de NO®
ami-NO 700 de Innovative Instruments Inc. La calibracion del electrodo en el intervalo de

50 — 1000 nM se realiz6 generando NO® de acuerdo con la Ecuacién 9.

2NO; +4H* + 21~ —» 2NO +1, + 2H,0 )

Para la calibracion, alicuotas (80 uL) de NaNO» acuoso (100 uM) se afiadieron a 20 mL
de una disolucién de KI (0.03 M en H2SO4 0.1 M); los cronoamperogramas se registraron a
298 K con agitacion constante de la mezcla de reaccion. Una vez calibrado el electrodo, se
registraron cronoamperogramas tras la irradiacion de 20 mL de una disolucion acuosa de
cada compuesto en periodos de 15 s cada 110 s para estabilizar la concentracion de NO® entre

las irradiaciones.

1.7.8. Fotoquimica

Las fotolisis se siguieron en un espectrofotometro Hewlett Packard 8454A, se tomo6 un
espectro después de cada minuto, en modo de escaneo rapido. Los espectros de UV-Vis se
registraron bajo irradiacion con un reactor Muller equipado con un enfriador de agua y una
lampara LED monocromatica. La intensidad de la luz fue medida con un equipo Thorslab
PM100D. Las muestras se colocaron en celdas de cuarzo con agitacion constante y a una
temperatura constante de 298 K. Los rendimientos cuanticos de fotoliberacion (®no) se
determinaron a partir de las evoluciones espectrales de acuerdo con lo descrito en la Seccién

1.4.5.

141



1.8. REFERENCIAS

[17]
[18]
[19]
[20]

[21]

[22]

H. Honigsmann, Photochem. Photobiol. Sci. 2013, 12, 16-21.

A. F. McDonagh, J. Perinatol. 2001, 21, S7-S12.

A. Downes, T. P. Blunt, Proc. R. Soc. Lond. 1878, 26, 488-500.

N. R. Finsen, BMJ 1895, 2, 1412.

N. R. Finsen, BMJ 1903, 1, 1297-1298.
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1903/summary/ Consulta: 10/03/2020
D. E. Dolmans, D. Fukumura, R. K. Jain, Nat. Rev. Cancer 2003, 3, 380-387.

P. Mroz, A. Yaroslavsky, G. B. Kharkwal, M. R. Hamblin, Cancers 2011, 3, 2516-
2539.

H. v. Tappeiner, A. Jesionek, Munch. Med. Wochenschr 1903, 50, 2042-2044.

J. Seherer, Justus Liebigs Ann. Chem. 1841, 40, 1-64.

W. Hausmann, Biochem. Z. 1911, 30, 276-316.

F. Meyer-Betz, Dtsch. Arch. Klin. Med. 1913, 112, 476-503.

C.J. Gomer, T. J. Dougherty, Cancer Res. 1979, 39, 146-151.

R. Ackroyd, C. Kelty, N. Brown, M. Reed, Photochem. Photobiol. Sci. 2001, 74, 656-
669.

M. C. Berenbaum, S. L. Akande, R. Bonnett, H. Kaur, S. Ioannou, R. D. White, U. J.
Winfield, Br. J. Cancer 1986, 54, 717-725.

aS. G. Bown, C. J. Tralau, P. D. C. Smith, D. Akdemir, T. J. Wieman, Br. J. Cancer
1986, 54, 43-52; bS. Stylli, J. Hill, W. Sawyer, A. Kaye, J. Clin. Neurosci. 1995, 2,
146-151.

G. M. F. Calixto, J. Bernegossi, L. M. D. Freitas, C. R. Fontana, M. Chorilli,
Molecules 2016, 21, 342.

B. Li, L. Lin, H. Lin, B. C. Wilson, J. Biophotonics 2016, 9, 1314-1325.

S. Bonnet, Dalton Trans. 2018, 10330-10343.

aJ. Engels, E. J. Schlaeger, J. Med. Chem. 1977, 20, 907-911; bJ. H. Kaplan, B.
Forbush, J. F. Hoffman, Biochemistry 1978, 17, 1929-1935.

J. B. Patrick, S. M. Fiona, J. S. Peter, Anti-Cancer Agents Med. Chem. 2007, 7, 75-
93.

M. R. Kim, H. Morrison, S. I. Mohammed, Anti-Cancer Drugs 2011, 22, 896-904.

142



[23]
[24]

[25]

[26]

[27]

[28]
[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

A. K. Renfrew, N. S. Bryce, T. Hambley, Chem. Eur. J. 2015, 21, 15224-15234.

A. Kastl, A. Wilbuer, A. L. Merkel, L. Feng, P. D. Fazio, M. Ocker, E. Meggers,
Chem. Commun. 2012, 48, 1863-1865.

A. D. Ostrowski, B. F. Lin, M. V. Tirrell, P. C. Ford, Mol. Pharm. 2012, 9, 2950-
2955.

S. Gléaser, R. Mede, H. Gorls, S. Seupel, C. Bohlender, R. Wyrwa, S. Schirmer, S.
Dochow, G. U. Reddy, J. Popp, M. Westerhausen, A. Schiller, Dalton Trans. 2016,
45,13222-13233.

(a) W. Sun, M. Parowatkin, W. Steffen, H.-J. Butt, V. Mailander, S. Wu, Adv.
Healthc. Mater. 2016, 5, 467-473; (b) M. Frasconi, Z. Liu, J. Lei, Y. Wu, E.
Strekalova, D. Malin, M. W. Ambrogio, X. Chen, Y. Y. Botros, V. L. Cryns, J.-P.
Sauvage, J. F. Stoddart, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 11603-11613; (c) W. Sun, S.
Li, B. Haupler, J. Liu, S. Jin, W. Steffen, U. S. Schubert, H.-J. Butt, X.-J. Liang, S.
Wu, Adv. Mater. 2017, 29, 1603702.

A. M. Fajardo, G. A. Piazza, H. N. Tinsley, Cancers 2014, 6, 436-458.

S. Gug, S. Charon, A. Specht, K. Alarcon, D. Ogden, B. Zietz, J. Léonard, S. Haacke,
F. Bolze, J.-F. Nicoud, M. Goeldner, ChemBioChem 2008, 9, 1303-1307.

P. Anstaett, V. Pierroz, S. Ferrari, G. Gasser, Photochem. Photobiol. Sci. 2015, 14,
1821-1825.

L. N. Lameijer, D. Ernst, S. L. Hopkins, M. S. Meijer, S. H. C. Askes, S. E. L.
Dévédec, S. Bonnet, Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 11549-11553.

A. Zamora, C. A. Denning, D. K. Heidary, E. Wachter, L. A. Nease, J. Ruiz, E. C.
Glazer, Dalton Trans. 2017, 46, 2165-2173.

A. Rosa, G. Ricciardi, E. J. Baerends, D. J. Stufkens, Inorg. Chem. 1996, 35, 2886-
2897.

J.J. Woods, J. Cao, A. R. Lippert, J. J. Wilson, J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 12383-
12387.

(a) I. Chakraborty, S. J. Carrington, P. K. Mascharak, Acc. Chem. Res. 2014, 47,
2603-2611; (b) J. Akl, L. Sasaki, P. G. Lacroix, V. Hugues, P. Vicendo, M. Bocé¢, S.
Mallet-Ladeira, M. Blanchard-Desce, 1. Malfant, Photochem. Photobiol. Sci. 2016,
15, 1484-1491.

143



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]
[42]

[43]
[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]
[51]

D. Crespy, K. Landfester, U. S. Schubert, A. Schiller, Chem. Commun. 2010, 46,
6651-6662.

G. L. Miessler, P. J. Fischer, D. A. Tarr, Inorganic Chemistry, Pearson Education,
2013.

D. D. Thomas, L. A. Ridnour, J. S. Isenberg, W. Flores-Santana, C. H. Switzer, S.
Dongzelli, P. Hussain, C. Vecoli, N. Paolocci, S. Ambs, C. A. Colton, C. C. Harris, D.
D. Roberts, D. A. Wink, Free Radic. Biol. Med. 2008, 45, 18-31.

D. M. P. Mingos, en Nitrosyl Complexes in Inorganic Chemistry, Biochemistry and
Medicine I (Ed.: D. M. P. Mingos), Springer Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg,
2014, pp. 1-44.

L. J. Ignarro, G. Cirino, A. Casini, C. Napoli, J. Cardiovasc. Pharmacol. 1999, 34,
879-886.

A. W. Girotti, Photochem. Photobiol. Sci. 2015, 14, 1425-1432.

P. Agvald, L. C. Adding, A. Artlich, M. G. Persson, L. E. Gustafsson, Br. J.
Pharmacol. 2002, 373-382.

C. Alaniz, B. Watts, Ann. Pharmacother. 2005, 39, 388-389.

A. K. Patra, R. Afshar, M. M. Olmstead, P. K. Mascharak, Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41,2512-2515.

(a) F. DeRosa, X. Bu, P. C. Ford, Inorg. Chem. 2005, 44, 4157-4165; (b) M. D. Leo,
P. C. Ford, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1980-1981.

(a) K. J. Franz, S. J. Lippard, Inorg. Chem. 2000, 39, 3722-3723; (b) K. S. Suslick,
R. A. Watson, Inorg. Chem. 1991, 30, 912-919; (c) A. A. Eroy-Reveles, Y. Leung, P.
K. Mascharak, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 7166-7167.

M. J. Rose, P. K. Mascharak, Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 2093-2114.

P. N. Komozin, V. M. Kazakova, 1. V. Miroshnichenko, N. M. Sinitsyn, Zh. Nerog.
Khim. 1983, 28, 3186-3187.

S. Amabilino, M. Tasse, P. G. Lacroix, S. Mallet-Ladeira, V. Pimienta, J. Akl, I.
Sasaki, I. Malfant, New J. Chem. 2017, 41, 7371-7383.

A. B. Cox, R. M. Wallace, Inorg. Nucl. Chem. Lett. 1971, 7, 1191-1194.

A. B. Nikol'skij, A. M. Popov, N. V. Vasilevskij, Koord. Khim. 1976, 2, 671-677.

144



[52]

[53]

[54]

[55]
[56]

[57]

[58]

[59]
[60]

[61]
[62]

[63]
[64]

P. Komozin, V. Kazakova, I. Miroshnichenko, N. Sinitsyn, ZA. Neorg. Khim. 1983,
28,3186-3187.

(a) F. d. S. Oliveira, K. Q. Ferreira, D. Bonaventura, L. M. Bendhack, A. C. Tedesco,
S. d. P. Machado, E. Tfouni, R. S. d. Silva, J. Inorg. Biochem. 2007, 101, 313-320;
(b) N. Xu, J. Lee, D. R. Powell, G. B. Richter-Addo, Inorg. Chim. Acta 2005, 358,
2855-2860; (c) C. F. Works, P. C. Ford, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 7592-7593; (d)
A. K. Patra, P. K. Mascharak, Inorg. Chem. 2003, 42, 7363-7365; (¢) R. G. d. Lima,
M. G. Sauaia, D. Bonaventura, A. C. Tedesco, L. M. Bendhack, R. S. d. Silva, Inorg.
Chim. Acta 2006, 359, 2543-2549.

(a) P. Labra-Vazquez, M. Bocé, M. Tassé, S. Mallet-Ladeira, P. G. Lacroix, N.
Farfan, 1. Malfant, Dalton Trans. 2020, 49, 3138-3154; (b) M. Bocé, M. Tassé, S.
Mallet-Ladeira, F. Pillet, C. D. Silva, P. Vicendo, P. G. Lacroix, I. Malfant, M.-P.
Rols, Sci. Rep. 2019, 9, 4867.

R. Richards-Kortum, E. Sevick-Muraca, Annu. Rev. Phys. Chem. 1996, 47, 555-606.
(a) N. L. Fry, P. K. Mascharak, Acc. Chem. Res. 2011, 44, 289-298; (b) T. R. deBoer,
P. K. Mascharak, en Advances in Inorganic Chemistry, Vol. 67 (Eds.: R. van Eldik,
J. A. Olabe), Academic Press, 2015, pp. 145-170.

(a) N. L. Fry, B. J. Heilman, P. K. Mascharak, /norg. Chem. 2011, 50, 317-324; (b)
M. J. Rose, P. K. Mascharak, Inorg. Chem. 2009, 48, 6904-6917; (c) M. J. Rose, P.
K. Mascharak, Chem. Commun. 2008, 3933-3935; (d) N. L. Fry, J. Wei, P. K.
Mascharak, Inorg. Chem. 2011, 50, 9045-9052.

T. Becker, S. Kupfer, M. Wolfram, H. Gorls, U. S. Schubert, E. V. Anslyn, B.
Dietzek, S. Gréfe, A. Schiller, Chem. Eur. J. 2015, 21, 15554-15563.

R. W. Boyd, Nonlinear Optics, Academic Press, London, 1992.

M. Pawlicki, H. A. Collins, R. G. Denning, H. L. Anderson, Angew. Chem. Int. Ed.
2009, 48, 3244-3266.

F. Bolze, S. Jenni, A. Sour, V. Heitz, Chem. Commun. 2017, 53, 12857-12877.

K. Samkoe, A. Clancy, A. Karotki, B. Wilson, D. Cramb, J. Biomed. Opt. 2007, 12,
034025.

M. Goppert-Mayer, Ann. Phys. 1931, 401, 273-294.

W. Kaiser, C. G. B. Garrett, Phys. Rev. Lett. 1961, 7, 229-231.

145



[72]

[73]

[74]

[75]

T. H. Maiman, Nature 1960, 187, 493-494.

M. R. R. Vaziri, Appl. Opt. 2013, 52, 4843-4848.

C. Xu, W. W. Webb, J. Opt. Soc. Am. B 1996, 13, 481-491.

A. M. Jones, Environmental Biology, Ed. Routledge, 1997, p. 24

C. A. Lipinski, F. Lombardo, B. W. Dominy, P. J. Feeney, Adv. Drug Deliv. Rev.
2001, 46, 3-26.

A. K. Ghose, V. N. Viswanadhan, J. J. Wendoloski, J. Comb. Chem. 1999, 1, 55-68.
(a) M. Drobizhev, N. S. Makarov, A. Rebane, G. d. 1. Torre, T. Torres, J. Phys. Chem.
C 2008, 712, 848-859; (b) A. R. Morales, A. Frazer, A. W. Woodward, H.-Y. Ahn-
White, A. Fonari, P. Tongwa, T. Timofeeva, K. D. Belfield, J. Org. Chem. 2013, 78,
1014-1025; (¢) L. Beverina, J. Fu, A. Leclercq, E. Zojer, P. Pacher, S. Barlow, E. W.
V. Stryland, D. J. Hagan, J.-L. Brédas, S. R. Marder, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127,
7282-7283; (d) R. Whitby, A. Kay, M. C. Simpson, in Three-Dimensional
Microfabrication Using Two-Photon Polymerization (Second Edition) (Ed.: T.
Baldacchini), William Andrew Publishing, 2020, pp. 101-141; (e) J. Tan, Y. Zhang,
M. Zhang, X. Tian, Y. Wang, S. Li, C. Wang, H. Zhou, J. Yang, Y. Tian, J. Wu, J.
Mater. Chem. C 2016, 4, 3256-3267; (f) B. A. Reinhardt, L. L. Brott, S. J. Clarson,
A. G. Dillard, J. C. Bhatt, R. Kannan, L. Yuan, G. S. He, P. N. Prasad, Chem. Mater.
1998, 10, 1863-1874.

A. Enriquez-Cabrera, 1. Sasaki, V. Bukhanko, M. Tass¢, S. Mallet-Ladeira, P. G.
Lacroix, R. M. Barba-Barba, G. Ramos-Ortiz, N. Farfan, Z. Voitenko, I. Malfant,
Eur. J. Inorg. Chem. 2017, 2017, 1446-1456.

E. Genin, V. Hugues, G. Clermont, C. Herbivo, M. C. R. Castro, A. Comel, M. M.
M. Raposo, M. Blanchard-Desce, Photochem. Photobiol. Sci. 2012, 11, 1756-1766.
(a) O. Mongin, L. Porrés, M. Charlot, C. Katan, M. Blanchard-Desce, Chem. Eur. J.
2007, 13, 1481-1498; (b) S.-1. Kato, T. Matsumoto, M. Shigeiwa, H. Gorohmaru, S.
Maeda, T. Ishi-i, S. Mataka, Chem. Eur. J. 2006, 12, 2303-2317.

Y. Yamashita, F. Moriyasu, S. Ono, T. Kimura, K. Kajimura, H. Someda, N. Hamato,
M. Nabeshima, M. Sakai, M. Okuma, Gastroenterol. Jpn. 1991, 26, 623-627.

146



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

G. Kramer-Marek, C. Serpa, A. Szurko, M. Widel, A. Sochanik, M. Snietura, P. Kus,
R. M. D. Nunes, L. G. Arnaut, A. Ratuszna, J. Photochem. Photobiol. B 2006, 84, 1-
14.

H. A. Collins, M. Khurana, E. H. Moriyama, A. Mariampillai, E. Dahlstedt, M. Balaz,
M. K. Kuimova, M. Drobizhev, V. X. D. Yang, D. Phillips, A. Rebane, B. C. Wilson,
H. L. Anderson, Nat. Photonics 2008, 2, 420-424.

Q. Zou, H. Zhao, Y. Zhao, Y. Fang, D. Chen, J. Ren, X. Wang, Y. Wang, Y. Gu, F.
Wu, J. Med. Chem. 2015, 58, 7949-7958.

H. Huang, B. Yu, P. Zhang, J. Huang, Y. Chen, G. Gasse, L. Ji, H. Chao, Angew.
Chem. Int. Ed. 2015, 54, 14049-14052.

(a) J. Liu, Y. Chen, G. Li, P. Zhang, C. Jin, L. Zeng, L. Ji, H. Chao, Biomaterials
2015, 56, 140-153; (b) L. Zeng, S. Kuan, G. Li, C. Jin, L. Ji, H. Chao, Chem.
Commun. 2017, 53, 1977-1980; (c) K. Qiu, J. Wang, C. Song, L. Wang, H. Zhu, H.
Huang, J. Huang, H. Wang, L. Ji, H. Chao, ACS Appl. Mater. Interfaces 2017, 9,
18482-18492.

A. Enriquez-Cabrera, P. G. Lacroix, 1. Sasaki, S. Mallet-Ladeira, N. Farfan, R. M.
Barba-Barba, G. Ramos-Ortiz, I. Malfant, Eur. J. Inorg. Chem. 2018, 2018, 531-543.
J. Akl, I. Sasaki, P. G. Lacroix, I. Malfant, S. Mallet-Ladeira, P. Vicendo, N. Farfan,
R. Santillan, Dalton Trans. 2014, 43, 12721-12733.

(a) X. Wang, D. M. Nguyen, C. O. Yanez, L. Rodriguez, H.-Y. Ahn, M. V. Bondar,
K. D. Belfield, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 12237-12239; (b) 1. A. Mikhailov, M.
V. Bondar, K. D. Belfield, A. E. Masunov, J. Phys. Chem. C 2009, 113,20719-20724;
(c) C. Girardot, G. Lemercier, J. C. Mulatier, J. Chauvin, P. L. Baldeck, C. Andraud,
Dalton Trans. 2007, 3421-3426.

(a) M. Roose, M. Tassé, P. G. Lacroix, I. Malfant, New J. Chem. 2019, 43, 755-767,;
(b) V. Bukhanko, P. G. Lacroix, 1. Sasaki, M. Tassé, S. Mallet-Ladeira, Z. Voitenko,
I. Malfant, Inorg. Chim. Acta 2018, 482, 195-205.

J. S. Garcia, F. Alary, M. Boggio-Pasqua, I. M. Dixon, J.-L. Heully, J. Mol. Model.
2016, 22, 284.

W. Zecher, F. Krohnke, Chem. Ber. 1961, 94, 690-697.

147



[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

(a) T. Shujiang, J. Bo, Z. Yan, Z. Junyong, J. Runhong, Y. Changsheng, Chem. Lett.
2006, 35, 1338-1339; (b) A. V. Afonin, A. V. Vashchenko, M. V. Sigalov, Org.
Biomol. Chem. 2016, 14, 11199-11211.

F. Krohnke, K. F. Gross, Chem. Ber. 1959, 92, 22-36.

L. X. Zhao, T. S. Kim, S. H. Ahn, T. H. Kim, E. K. Kim, W. J. Cho, H. Choi, C. S.
Lee, J. A. Kim, T. C. Jeong, C. J. Chang, E. S. Lee, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001,
11,2659-2662.

P. Labra-Vazquez, M. Palma-Contreras, R. Santillan, N. Farfan, J. Mol. Struct. 2017,
1131, 156-162.

M. Chandrasekharam, G. Rajkumar, C. S. Rao, T. Suresh, P. Y. Reddy, J.-H. Yum,
M. K. Nazeeruddin, M. Graetzel, Adv. Nat. Sci.: Nanosci. Nanotechnol. 2011, 2.

J. Massin, L. Ducasse, M. Abbas, L. Hirsch, T. Toupance, C. Olivier, Dyes Pigm.
2015, 718, 76-87.

G. K.-M. So, G. Cheng, J. Wang, X. Chang, C.-C. Kwok, H. Zhang, C.-M. Che,
Chem. Asian J. 2017, 12, 1490-1498.

(a) X. Feng, L. Yang, F. Luo, Inorg. Chem. Commun. 2019, 102, 10-15; (b) E. C.
Constable, E. Figgemeier, C. E. Housecroft, S. L. Kokatam, E. A. Medlycott, M.
Neuburger, S. Schaffner, J. A. Zampese, Dalton Trans. 2008, 6752-6762.

S. Tu, R. Jia, B. Jiang, J. Zhang, Y. Zhang, C. Yao, S. Ji, Tetrahedron 2007, 63, 381-
388.

W. Gamrad, A. Dreier, R. Goddard, K.-R. P6rschke, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54,
4482-4487.

(a) M. O. Sinnokrot, C. D. Sherrill, J. Phys. Chem. A 2004, 108, 10200-10207; (b) S.
E. Wheeler, J. W. G. Bloom, J. Phys. Chem. A 2014, 118, 6133-6147.

(a) S. Venkataraman, J. L. Hedrick, Y. Y. Yang, Polym. Chem. 2014, 5, 2035-2040;
(b) A. Y. Li, J. Y. Chang, K. Q. Wang, L. D. Lu, 4dv. Mat. Res. 2006, 11-12, 371-
374; (¢) J. Liu, J. Li, X. Liu, Z. Zhang, J. Zhang, G. Tu, Org. Electron. 2019, 71, 36-
44; (d) Y. Koizumi, S. Seki, S. Tsukuda, S. Sakamoto, S. Tagawa, J. Am. Chem. Soc.
2006, /28, 9036-9037.

T. Hirano, K. Ueda, M. Mukaida, H. Nagao, T. Oi, J. Chem. Soc., Dalton Trans. 2001,
2341-2345.

148



100]
101]
102]
103]

—

[104]

[105]
[106]

[107]
[108]

[109]

[110]
[111]

[112]

[113]

J. Grell, J. Bernstein, G. Tinhofer, Acta Cryst. B 1999, 55, 1030-1043.

C. M. Aguilar, W. R. Rocha, J. Phys. Chem. B 2011, 115, 2030-2037.

J. Chen, L. Chen, S. Liao, K. Zheng, L. Ji, J. Phys. Chem. B 2007, 111, 7862-7869.
(a) C. H. Langford, H. B. Gray, Ligand Substitution Processes, W.A. Benjamin, 1966;
(b) S. Asperger, C. K. Ingold, J. Chem. Soc. 1956, 2862-2879; (¢) S. H. Laurie, Nature
1966, 211, 181-181.

D. Jacquemin, Y. Zhao, R. Valero, C. Adamo, I. Ciofini, D. G. Truhlar, J. Chem.
Theory Comput. 2012, 8, 1255-1259.

C. Hansch, A. Leo, R. W. Taft, Chem. Rev. 1991, 91, 165-195.

El programa se puede descargar gratuitamente de http://cinet.chim.pagesperso-
orange.ft/.

D. Tsikas, J. Chromatogr. B 2007, 851, 51-70.

J. Liu, Q. Duan, J. Wang, Z. Song, X. Qiao, H. J. Wang, Biomed. Opt. 2015, 20, 1.
M. Hempe, L. Schnellbdcher, T. Wiesner, M. Reggelin, Synthesis 2017, 49, 4489-
4499.

S. Barik, W. G. Skene, Eur. J. Org. Chem. 2013, 2013, 2563-2572.

Y. Tian, W.-C. Wu, C.-Y. Chen, T. Strovas, Y. Li, Y. Jin, F. Su, D. R. Meldrum, A.
K. Y. Jen, J. Mater. Chem. 2010, 20, 1728-1736.

S. S. M. Fernandes, M. Belsley, C. Ciarrocchi, M. Licchelli, M. M. M. Raposo, Dyes
Pigm. 2018, 150, 49-58.

Gaussian 09, Revision A.02, Frisch, M. J.; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; Scuseria,
G. E.; Robb, M. A.; Cheeseman, J. R.; Scalmani, G.; Barone, V.; Petersson, G. A.;
Nakatsuji, H.; Li, X.; Caricato, M.; Marenich, A. V.; Bloino, J.; Janesko, B. G.;
Gomperts, R.; Mennucci, B.; Hratchian, H. P.; Ortiz, J. V.; Izmaylov, A. F;
Sonnenberg, J. L.; Williams-Young, D.; Ding, F.; Lipparini, F.; Egidi, F.; Goings, J.;
Peng, B.; Petrone, A.; Henderson, T.; Ranasinghe, D.; Zakrzewski, V. G.; Gao, J.;
Rega, N.; Zheng, G.; Liang, W.; Hada, M.; Ehara, M.; Toyota, K.; Fukuda, R.;
Hasegawa, J.; Ishida, M.; Nakajima, T.; Honda, Y .; Kitao, O.; Nakai, H.; Vreven, T.;
Throssell, K.; Montgomery, J. A., Jr.; Peralta, J. E.; Ogliaro, F.; Bearpark, M. J.;
Heyd, J. J.; Brothers, E. N.; Kudin, K. N.; Staroverov, V. N.; Keith, T. A.; Kobayashi,
R.; Normand, J.; Raghavachari, K.; Rendell, A. P.; Burant, J. C.; Iyengar, S. S.;

149



Tomasi, J.; Cossi, M.; Millam, J. M.; Klene, M.; Adamo, C.; Cammi, R.; Ochterski,
J. W.; Martin, R. L.; Morokuma, K.; Farkas, O.; Foresman, J. B.; Fox, D. J. Gaussian,
Inc., Wallingford CT, 2016.

[114] A. W. Ehlers, M. Béhme, S. Dapprich, A. Gobbi, A. Hollwarth, V. Jonas, K. F.
Kohler, R. Stegmann, A. Veldkamp, G. Frenking, Chem. Phys. Lett. 1993, 208, 111-
114.

115] J. Tomasi, B. Mennucci, R. Cammi, Chem. Rev. 2005, 105, 2999-3094.

116] Bruker (2005), SADABS, Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA.

117] G. Sheldrick, Acta Cryst. 42015, 71, 3-8.

118] L. Palatinus, G. Chapuis, J. Appl. Crystallogr. 2007, 40, 786-790.

119] G. Sheldrick, Acta Cryst. A 2008, 64, 112-122.

120] P. W. Betteridge, J. R. Carruthers, R. 1. Cooper, K. Prout, D. J. Watkin, J. Appl.
Crystallogr. 2003, 36, 1487.

150



CHAPTERII

CORRELATION BETWEEN THE MOLECULAR
STRUCTURE AND CELL INCOME IN A SET OF

BODIPY-CARBORANE DYADS






CAPITULO I

CORRELACION ENTRE LA ESTRUCTURA MOLECULAR
Y LA INCORPORACION CELULAR EN UN GRUPO DE

CONJUGADOS BODIPY-CARBORANO

CHAPTER 11

CORRELATION BETWEEN THE MOLECULAR
STRUCTURE AND CELL INCOME IN A SET OF

BODYPY-CARBORANE DYADS

151



2.1. RESUMEN DE COMPUESTOS NUEVOS

BODIPY-Ref BODIPY-o0-Me-CB BODIPY-0-Ph-CB BODIPY-m-Ph-CB
Amax = 501 nm Amax = 501 nm Amax = 901 nm Amax = 901 nm
£=137908 M'em”'  £=178213 M'cm™’ £=69151 M'ecm™’ e = 163988 M'cm™’
Aem =519 nm Aem = 520 nm Aem = 520 nm Aem =521 nm
®;=6.8x 103 ®;=1.08 x 102 ®;=1.20 x 1072 ®;=6.0x 107

(Las propiedades fotofisicas estan medidas en etanol)
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2.2. ANTECEDENTES
2.2.1. Estructuray generalidades de los boranos y los carboranos

Antes de abordar la quimica de los carboranos, que son el tema central de este Capitulo, es
conveniente empezar hablando, en un panorama mas amplio y general, de los boranos,
hidruros de boro cominmente encontrados en asociaciones moleculares poliédricas. Estas
especies son deficientes en electrones en el sentido de que contienen mas enlaces que pares
electronicos, por lo que para describir sus estructuras en términos de enlaces localizados es

necesario emplear enlaces multicéntricos.!!!

La deficiencia electronica de los boranos se ilustra en la Figura 33 con el diborano; a
diferencia del etano, que posee 14 e de valencia distribuidos en 14 orbitales atomicos (AO),
el diborano tiene 12 e de valencia distribuidos en 14 AOs. Por otro lado, a diferencia del
etano, en el que todos sus enlaces son 2-centros 2-electrones (2¢-2¢), el diborano presenta,
ademds de dos enlaces 2c¢-2e entre los atomos de boro y los hidrogenos terminales, dos
enlaces 3-centros 2-electrones (3c-2e) entre los atomos de boro y los hidrogenos puente.
Otros enlaces 3c-2e que no involucran atomos de hidrogeno y son comunes en boranos

poliédricos se representan en la Figura 30c para interacciones B-B-B.

(@) (b) (c)

Figura 33. Estructuras de enlace-valencia para (a) etano, CoHg y (b) diborano (B2He) y

(c) enlaces 3c-2e comunes entre atomos de boro.
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La presencia de enlaces multicéntricos, asi como de dos tipos de hidruro (puente y
terminal), son caracteristicas halladas de forma ubicua en los boranos de mayor complejidad.
El analisis de enlace-valencia para el closo-[BsHa]*"'*! un borano de 18 e (Figura 34),
permite introducir otras generalidades que seran utiles mas adelante. Primero, el prefijo closo
indica que se trata de un borano que forma una caja poliédrica totalmente cerrada. Se
considera que los boros poseen hibridacion sp, con un orbital hibrido sp. mirando hacia
“adentro” de la caja y otro hacia “afuera” y permitiendo la superposicion orbital con el orbital
s del hidroégeno exo para formar un enlace 2c-2e con éste y dejando asi dos e restantes en el
boro, los cuales estan involucrados en la formacion del esqueleto de la caja y se encuentran
distribuidos en tres AOs: el orbital hibrido sp. orientado hacia “adentro” de la caja y dos
orbitales, px y py, tangenciales a ésta. Asi, los 8 e” no involucrados en enlaces B-H se reparten
en los orbitales moleculares (MO) que forman el esqueleto del borano y que resultan de la
combinacion lineal de los 12 AOs restantes del boro, dando lugar a 5 MOs enlazantes y 7
antienlazantes.!”) Asi, la configuracion electronica més estable del closo-[BsHa]* implica una
estructura dianonica, ya que el llenado de los MOs enlazantes requiere 10 ey s6lo habia 8§ e

disponibles en los AOs de los atomos de boro.

Figura 34. Estructuras de enlace-valencia para el compuesto closo-[BsHa]*.
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Este tipo de analisis permite entender de forma general la conectividad y geometria de
boranos de mayor complejidad. Diversos autores como Limpscomb y Wade, han
establecido reglas y tendencias generales para boranos polihédricos closo, asi como para
aquellos que han perdido uno o dos vértices, para los que se emplean los prefijos nido y
arachno, respectivamente. Entre las generalidades, es importante sefialar que para los
derivados closo-B,H,, el esqueleto del borano estara compuesto por (2n + 2) e, en
concordancia con lo discutido para la especie closo-[B4Ha]*. Por otro lado, los derivados

nido y arachno tendran esqueletos formados por (2n +4) y (2n + 6) e, respectivamente.

Estas generalidades se extienden a los heteroboranos, que son cimulos de boro en los
que se han reemplazado uno o més 4tomos de boro por algin otro elemento. Los carboranos,
en los que el reemplazo ha sido por dtomos de carbono, son por mucho los heteroboranos
mas estudiados.’! En este caso, dado que el carbono tiene un e~ de valencia adicional con
respecto al boro, contribuye con 3 e en vez de dos al esqueleto, modificando asi la carga del
cumulo. Esto se ejemplifica en el Esquema 29, que muestra las estructuras del dianién closo-
[B12H12]* (65) y del 1,2-dicarba-closo-[C2B1oH12] (66), un carborano ampliamente estudiado

y de central importancia para este trabajo.

65 66

Esquema 29. Estructura y numeracion IUPAC para los compuestos closo-[Bi12Hi12]* (65) y

1,2-dicarba-closo-[C2B10H12] (66).
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Los carboranos y otros cumulos de boro poseen notables estabilidades quimicas, térmicas
y fotoquimicas;® ademés, los derivados closo- poseen lo que se conoce como
superaromaticidad!’! o aromaticidad esférica,’® que se refiere a la deslocalizacion electronica
en 3D presente en estos cumulos que se debe a los ubicuos enlaces multicéntricos que forman
sus esqueletos. Debido a esto, muchos carboranos presentan algunas propiedades y tamafios
similares a los de un anillo de benceno girando,’® por lo que los isomeros 1,2- 1,7 y
1,12-dicarba-closo-[ C2B1oH12] se denominan coloquialmente orto-, meta- y para-carborano,

respectivamente (Esquema 30).

orto-carborano meta-carborano para-carborano

Esquema 30. Estructura y nomenclatura convencional para los diferentes isomeros del

1,12-dicarba-closo-[C2B1oHi2].

A pesar de presentar tamafos y composiciones elementales cercanos, algunos cimulos
de boro en apariencia similares pueden mostrar propiedades fisicoquimicas muy diferentes.
Por ejemplo, en tanto que 66 y otros ciimulos neutros suelen ser solubles en disolventes
organicos, la carga negativa en 65 y compuestos relacionados les confiere notable solubilidad
en medio acuoso.!'”! Estos cambios abruptos en las propiedades de los carboranos pueden
encontrarse incluso entre los isomeros de un mismo ciimulo;!'! 1a variacion de la posicion
de los atomos de carbono del cumulo (C.) en los isomeros de 66, por ejemplo, produce

variaciones en el volumen de van der Waals del camulo, con valores de de 148, 143 y
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[12

141 A3 para los isémeros orto-, meta- y para-, respectivamente.'?) E1 momento dipolar ()

también sufre una modulacion importante, con valores de 4.53(5), 2.85(5) y 0.00 D,

[13]

respectivamente;' *! estas variaciones responden a la mayor electronegatividad del carbono

frente al boro (2.55 vs 2.04 en la escala de Pauling),!'*!

produciendo asi dipolos locales
orientados hacia los 4tomos de carbono y consecuentemente un momento dipolar neto
reducido para el isomero meta- y cancelado en el caso del para-. Los enlaces B-H también
se encuentran ligeramente polarizados hacia el hidrégeno, lo que se asocia con la habilidad
de los camulos de boro para formar enlaces de hidrogeno no convencionales (denominados

enlaces de dihidrégeno) del tipo D-H?"--- H-B, con energias de interaccion en el intervalo

de 0.96 - 6.69 kcal/mol.[%]

De manera andloga a lo que sucede en el caso del benceno, la presencia de hidrogenos
pobremente polarizados le confiere a los carboranos neutros, no sustituidos, un caracter

marcadamente hidrofobico.[!!> 3%

Algunos estudios han mostrado ademas que la
hidrofobicidad de los carboranos puede variar con la isomeria del camulo;!'®! por ejemplo,
se encontrd que los carboranos fendlicos 69, 70 y 71 (Esquema 31) poseen coeficientes de
particion (log P) octanol/agua de 5.68, 5,72 y 5.86, respectivamente;! 1% a pesar de que no se
determinaron los valores de p para estos cimulos, resulta claro que los coeficientes de
particion correlacionan bien con las polaridades relativas esperadas para estos compuestos,

siendo el derivado orto- (69) del cual se espera un mayor valor de pu y con ello menor

hidrofobicidad, reflejado efectivamente en un valor de log P comparativamente menor a los

de 70 y 71.
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69 70 7

Hidrofobicidad

<

Polaridad

Esquema 31. Tendencias en la hidrofobicidad y polaridad para los carboranos 69-71.

2.2.2. Sintesis y funcionalizacion de carboranos

Dentro de la amplia diversidad de carboranos que se han obtenido experimentalmente, el
subgrupo que contiene 12 vértices ha concentrado la mayor parte de la investigacion dedicada
a estos heteroboranos. Estas especies se preparan convenientemente empleando reacciones
de insercion de alquinos sobre el nido-BioH14,'”) como se ejemplifica en el Esquema 32 con
la preparacion del orto-carborano (66); en un primer paso, la reaccion procede mediante la
formacion del aducto nido-L2B1oH12 donde L es una base de Lewis, tipicamente acetonitrilo
o trietilamina, con el consecuente desplazamiento de una molécula de hidrogeno. El
tratamiento, generalmente in situ, de este intermediario con acetileno produce finalmente el

compuesto deseado (66) en rendimientos satisfactorios.!'”"!

La isomerizacién térmica in vacuo de 66, permite la obtencion del meta-carborano (67)
en rendimientos altos,!'®] el cual puede someterse a una subsecuente isomerizacion térmica
rindiendo el para-carborano (68) en rendimientos bajos,'”! que se asocian a la

descomposicion del material de partida, asi como a la necesidad de aislar el producto
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mediante técnicas cromatograficas. El mecanismo mediante el cual transcurren estas

isomerizaciones e€s aun un tema controversial, con propuestas mecanisticas involucrando

procesos de apertura del cimulo, asi como de rotacion de algunas de las caras.[!8:2"]

H H H. H L= CH3CN L H L
o—& NEt,
Hy
nidO-B10H14 66
(65 -77 %)

66 465 - 500 °C

67 68
(84 %) (7 %)

Esquema 32. Sintesis de los distintos isdmeros del closo-[C2Bi1oH12].

Los procesos de sintesis previamente mencionados requieren el manejo de reactivos
potencialmente explosivos, como el nido-BioHi4, 0 la liberacion continua de hidrogeno, de
igual forma potencialmente explosiva. Sin embargo, estas transformaciones se han empleado
satisfactoriamente para preparar diversos carboranos mono- y di-sustituidos con grupos
alquilo, arilo o etinilo. La introduccién de sustituyentes méas complejos involucra diversas
reacciones posteriores a los procesos de formacion e isomerizacion del cimulo. La mayoria
de las estrategias sintéticas hacen uso de la acidez de los hidrégenos C-H debida al caracter
electroatractor de los carbonos endociclicos, una reactividad ausente para los hidrégenos
B-H, lo que permite realizar reacciones de forma selectiva sobre los 4&tomos de carbono del
cumulo.
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A pesar de que en algunos casos los hidrogenos C-H del cimulo son suficientemente
acidos para ser abstraidos con fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF), especialmente en el caso
de orto-carboranos,?!! dado que los iones fluoruro son también capaces de decapitar el
cumulo removiendo uno o mas atomos de boro, la base mas empleada para la desprotonacion
es el n-BuLi; el compuesto organolitiado resultante se hace reaccionar in situ con diversos
electrofilos para dar lugar a una diversidad de cumulos de boro de manera eficiente. Las
posibilidades que ofrece esta estrategia sintética se ejemplifican en el Esquema 33, para el
orto-carborano, pudiéndose obtener derivados alquilados,??! aminados,'*}! bencilados,??!
sililados,!** formilados!® y carboxilados,?® entre otros. Existen algunos ejemplos, ademas,
de la funcionalizacidén de carboranos directamente con anillos aromaticos, que procede en

rendimientos moderados entre organocupratos como 66-Cu, y halogenuros de arilo.[*”!

Finalmente, es importante sefialar que los meta- y para-carboranos pueden ser
funcionalizados empleando la misma estrategia sintética evitando asi el uso de reactivos
potencialmente explosivos, partiendo alternativamente de c/loso-carboranos comercialmente
disponibles. Ademas, estas reacciones que hacen uso de carboranos litiados pueden permitir
la funcionalizacion de los dos atomos de carbono del camulo en un s6lo paso si se emplean

al menos dos equivalentes de la base y del electrofilo.
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7

A

n-BulLi
—_—
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66

OYr co,
|

66-Cu 79
(42 %)

Esquema 33. Ejemplos representativos de la funcionalizacion de carboranos a través de

reacciones entre carboranos monometalados y diversos electrofilos.
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2.2.3. Aplicaciones de los carboranos

Como consecuencia de sus caracteristicas quimicas Unicas, durante las ultimas décadas los
carboranos han pasado de ser curiosidades cientificas a objetos de estudio en diversos
campos, encontrando aplicaciones en catalisis,”® optoelectronica®! y optica no lineal,?”
ademas de un uso extendido en la preparacion de polimeros termorresistentes.*!! Ademas,
debido a sus altos contenidos en boro, alta lipoficilidad y pesos moleculares bajos
(tipicamente debajo de 500 Da), los carboranos son excelentes candidatos para ser aplicados

en terapia por captura neutrénica en boro (BNCT).?!

La BNCT es un tipo de radioterapia, ilustrada en la Figura 35, cuyo modo de accion se
basa en la muerte controlada de células tumorales como consecuencia de la reaccion nuclear
producida por la irradiacion de nucleos de '°B con neutrones de baja energia, lo que origina
la fision de los niicleos excitados de !'B resultantes y la consecuente liberacion de particulas
de "Li y *He, asi como de radiaciéon gamma.*¥ A pesar de que el proceso libera una gran
cantidad de energia ionizante, ésta tiene un alcance muy limitado en los tejidos (5 — 9 um),
por lo que, en principio, la BNCT ofrece una forma confiable de destruir las células tumorales

irradiadas, sin afectar el tejido sano circundante.*?!

Para poderse aplicar satisfactoriamente, la BNCT requiere que una dosis elevada
de '°B (20 - 50 pg, ~10° atomos por célula) sea efectivamente incorporada al tumor a través
de farmacos con baja toxicidad en ausencia de irradiacion. Debido a esto y a la baja
abundancia natural del istopo '°B (19.9 %),3% ha sido necesario el desarrollo de firmacos
capaces de introducir cantidades elevadas de '°B al tumor. Una de las formas en que se ha

alcanzado este fin es usando farmacos enriquecidos con este is6topo, lo cual implica, a escala
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de laboratorio, rutas de sintesis que parten de precursores simples como el '"BF; o el
1OB(OH)3,**! cuya disponibilidad es limitada debido a que su obtencién requiere de
complejos y costosos procesos industriales que involucran generalmente la separacion, en
torres de destilacion fraccionada, de mezclas isotdpicas de aductos de BF3 altamente

reactivos y corrosivos.[>4°]

Alternativamente, otros agentes para BNCT introducen multiples atomos de boro dentro
de una misma molécula, contrarrestando de esta forma la baja abundancia del '°B. Siguiendo
estas dos estrategias se han logrado obtener una gran diversidad de acarreadores de boro, con
los que se han podido tratar mediante BNCT diversos tipos de tumores s6lidos localizados, !

incluyendo tipos de cancer de dificil acceso como los gliomas avanzados,*®! asi como

[35¢ 37]

melanomas,>°! y cancer de cabeza y cuello.!

Figura 35. Representacion esquemadtica de la terapia por captura neutrénica en boro

(BNCT). Adaptado de la Ref. 32b.
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En el Esquema 34 se muestran ejemplos representativos de los farmacos usados para

s.38 La primera generacion,

BNCT, que se suelen dividir en tres generaciones de compuesto
desarrollada durante los afios 50’s e inicios de los 60’s, incluy6 al 4cido borico (80) y algunos
de sus derivados como el borax (81);1*”) sin embargo, debido a sus bajas selectividades y
pobres retenciones en los tumores, estos agentes fueron rapidamente reemplazados por los
farmacos de la 2* generacion, que superan estas dificultades. Por ejemplo, la incorporacién
de un aminoacido en la p-borono-L-fenilalanina (82), facilita su incorporacion celular;
mientras que en el de 83, la robustez quimica del esqueleto del borano dificulta su
degradacion, por lo que permanece mds tiempo en el cuerpo y se favorece su acumulacion
en el tumor; % estos dos fArmacos, sin embargo, han mostrado una variabilidad importante
en su incorporacion celular, especialmente en tumores cerebrales,*!! motivando asi el
desarrollo de nuevos agentes para BNCT. La tercera generacion de fArmacos, ejemplificada
con los compuestos 84-86,1?! es un grupo mdas amplio constituido por cimulos de boro

funcionalizados con fragmentos bien reconocidos por las células humanas, entre los que

figuran esteroides,” %*! bases nitrogenadas!* y derivados porfirinicos,*’ entre otros.
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Esquema 34. Ejemplos representativos de compuestos para terapia por captura neutronica

en boro (BNCT).

Uno de los factores mas importante para el éxito clinico de la BNCT es determinar con
certeza la concentracion de boro en el tumor y su proporcion comparada con el tejido sano,

5.1461 En un caso ideal, la cantidad de radiacion que recibe

previo a la irradiacion con neutrone
el paciente también deberia ajustarse en tiempo real dependiendo de la distribucion del

farmaco en el tumor,*”! lo que tipicamente se estima determinando la concentracién de boro

de forma indirecta empleando diversas pruebas de forma continua en tomas de sangre del
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paciente,[*¥ necesitando asumirse que cierta proporcion del boro administrado ausente en la
sangre se encuentra en el tumor.

Con el objetivo de obtener una medicion directa de la cantidad de boro en el tumor, la
investigacion en esta area se ha dirigido al desarrollo de farmacos capaces no s6lo de producir
el efecto terapéutico, sino también de guiar el diagndstico y/o la localizacion de las células
49]

malignas dentro del tejido. Este tipo de farmacos, conocidos como agentes teragnosticos!

(acronimo de ferapia y diagndstico), involucra generalmente la funcionalizacion de la

[50] [51]

molécula con radioisétopos'™™ y, més recientemente, con fluoréforos.

En la Figura 36 se muestra un ejemplo del uso de un radioisétopo para seguir in vivo la
incorporaciéon de un andlogo enriquecido en '°B del compuesto 82 el cual ha alcanzado
pruebas clinicas de Fase 11.°%! Gracias al etiquetamiento con un dtomo radiactivo de '*F fue
posible seguir en tiempo real la incorporacion del farmaco al tumor mediante tomografia por
emision de positrones (PET por sus siglas en inglés), encontrandose que en la mayoria de los
pacientes después de 44 minutos la concentracion del farmaco en el tumor era maxima.[>°"
Sin embargo, quiz4 la mayor limitante de esta técnica estribe en la necesidad de etiquetar con
un radioisotopo cada farmaco potencialmente util, por lo que en los Ultimos afos se ha
buscado emplear la fluorescencia de cumulos de boro decorados con fluoréforos como una

respuesta analitica alternativa, potencialmente Util para determinar directamente la

concentracion de boro en el tumor evitando asi el marcaje con radiois6topos.

166



Figura 36. Monitoreo de la incorporacion a tumores cerebrales de un andlogo de 82
enriquecido en '°B y etiquetado con '8F mediante tomografia por emision de positrones

(PET). Adaptado de la Ref. 50b.

A pesar de que la terapia y el diagndstico simultdneos (teragnosis) via fluorescencia se
ha aplicado satisfactoriamente en otro tipo de terapias,’! el uso de una sola molécula
fluorescente para la teragnosis del cancer via BNCT no ha sido informado. En este contexto,
en el 2007 nuestro grupo, en colaboracién con el de la Dra. Rosario Nufiez (ICMAB-CSIC),
publico los primeros estudios sobre carboranos fluorescentes mediante la incorporacion de
diversos éteres de arilo, ejemplificados con 87 en el Esquema 35.1°¥ Estos se han extendido
a diversos fluoréforos, incluyendo estilbenos (88),1°°! porfirinas (89)°°! y grupos policiclicos
como el 9H-fluoreno y el antraceno (90).°”) Mas recientemente se ha informado también la

[58

introduccion de compuestos de coordinacion de estafio (91)°% y de dipirrometenos de boro

(BODIPYs, 92),1%) estos tiltimos mostrando valores de rendimiento cuantico fluorescente en
un amplio intervalo (Or = 0.014 — 0.84), dependiendo tanto del tipo de fluoréforo introducido

como de las caracteristicas del camulo de boro.
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Esquema 35. Ejemplos representativos de ciimulos de boro decorados con fluoroforos.
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A pesar de que se ha informado la sintesis y propiedades fotofisicas de una amplia
diversidad de carboranos decorados con fluor6foros, algunos de los cuales han mostrado un
ingreso excepcional hacia células HeLa (de cancer cervical) y representan asi buenos agentes
fluorescentes para el seguimiento de células in vitro, en muchas ocasiones se encuentran
diferencias sorprendentes en la internalizacion de fluoréforos debido a cambios pequefios en
sus estructuras moleculares.[”) Esto incluye, como se ejemplifica en el Esquema 36, la
frecuente observacion de carboranos orfo- sustituidos, como 93, mostrando ingresos
celulares muy pobres o nulos hacia células HeLa, en tanto que sus isomeros meta-, como 94,
muestran incorporaciones excepcionales.’”® La explicacion del origen de este tipo de
divergencias podria ayudar a guiar el desarrollo de carboranos fluorescentes con ingresos

optimos a células tumorales o con distribuciones subcelulares especificas.

n o
Ow

Esquema 36. Ejemplo de dos carboranos decorados con fluor6foros que muestran una fuerte
diferencia en su incorporacion a células HeLa debido a la isomeria orfo-/meta- en el

carborano.

169



2.2.4. Generalidades y aplicaciones de los BODIPYs

Descubiertos en 1968 por Treibs y Krauzer,®!! los derivados del 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indaceno, coloquialmente llamados BODIPYs (un acrénimo de BOron
DIPYrromethene), son compuestos triciclicos que contienen un datomo de boro
tetracoordinado (Esquema 37). En ellos, el boro forma parte de un anillo de 6 miembros y se
encuentra coordinado a dos nitrégenos pirrdlicos; las dos valencias restantes se ocupan, en la

mayoria de las ocasiones, en la formacion de enlaces covalentes con 4&tomos de fluor.

meso
v 7 8 1
7 8 q= COQ
6 X \2;;
NN, N 5 4 3
B
5 F\ \F 3a
BODIPY s-indaceno

Esquema 37. Estructura y numeracion para el 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno

(BODIPY) y el s-indaceno.

A diferencia de los boranos, en los que la formacion de enlaces multicéntricos sucede de
forma ubicua, en los BODIPY's el &tomo de boro se enlaza exclusivamente a través de enlaces
clasicos de 2 centros-2 electrones. No obstante, a pesar de romper la regla de Hiickel al poseer
un sistema 7t de 12 €7, los BODIPYs presentan también un caracter aromatico importante,
evidenciado por sus elevadas estabilidades térmicas que contrastan con las del s-indaceno, el
analogo totalmente hidrocarbonado de los BODIPYs, del cual deriva su nomenclatura
IUPAC, y que es una molécula formalmente antiaromadtica e inestable en disolucion a

temperatura ambiente. ¢
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La aromaticidad de los BODIPYs cominmente se asocia a la rigidez que provee el &tomo
de boro,!! conduciendo a una estructura plana a lo largo de la cual ocurre una deslocalizacion
electronica eficiente, solamente interrumpida en el dtomo de boro, como revelan sus
estructuras cristalinas con distancias de enlace equivalentes para ambos anillos pirrolicos,
incluyendo los enlaces N-B. Sin embargo, quizas la razén mas importante por la que los
BODIPY's muestran un caracter aromatico sea la alternancia entre estructuras mesoméricas
pirrolicas (aromdticas) y azafulvénicas (antiaromaticas) para los anillos de pirrol,%4 las

primeras de las cuales estan naturalmente ausentes en el s-indaceno (Esquema 38).

Pirrol

Azafulveno (aromatico)

(antiaromatico)

)\ X
NN @N‘l /NEB,N Y
F\‘GVF F\‘G)VF

Esquema 38. Algunas estructuras mesoméricas para los BODIPY's mostrando la alternancia

entre formas pirrdlicas y azafulvénicas para los anillos laterales.

(651 incluyendo bandas

Los BODIPYs presentan propiedades fotofisicas atractivas,
intensas de absorcion (g > 20,000 M'em™) con maximos generalmente en el intervalo A =
490 — 650 nm; ademas tienen buenas eficiencias cuanticas fluorescentes, generalmente dentro
del intervalo ®r = 0.3 - 0.9, con bandas de emision angostas y desplazamientos de Stokes
pequenos.[® Por otra parte, estos compuestos tienen buenas estabilidades térmicas y

fotofisicas, ademés de ser resistentes a condiciones fisioldgicas, asi como a la accion de

4cidos concentrados y de bases pobremente nucleofilicas.®”!

Una amplia diversidad de grupos funcionales pueden introducirse eficientemente al

nucleo del BODIPY, produciendo cambios importantes de sus propiedades fotofisicas,
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siendo las sustituciones en las posiciones C-8 (meso-), C-3/C-5 (C-a)) y C-2/C-6 (C-B) las
mas empleadas debido a su accesibilidad sintética. La modulacion de las propiedades
fotofisicas de estos colorantes debida a la introduccion de diversos sustituyentes ha sido

[65>-] resultando en amplios intervalos de absorcion y emision.

estudiada sistematicamente,
La funcionalizacion en la posicidn meso- con grupos electrodonadores y electroatractores
produce pronunciados (ca. £ 100 nm) desplazamientos hipsocrémicos y batocromicos,
respectivamente, al compararse con el BODIPY no sustituido, que presenta una absorcion

[65b

centrada en A = 505 nm.[%*®! Por otra parte, la funcionalizacién en las posiciones C-o y C-B,

se asocia con aumentos importantes en el coeficiente de extincion molar, asi como con

[65¢

pronunciados desplazamientos batocrémicos,!®> que se ilustran en la Figura 37 con los

espectros de absorcion y emision de algunos BODIPY's comerciales funcionalizados en C-a.

Figura 37. Espectros normalizados de absorcion (lineas so6lidas) y emision (lineas

discontinuas) en cloroformo para algunos BODIPYs comerciales.®®]
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Los BODIPYs fueron denominados en el 2007 como “El Dorado” de las herramientas
fluorescentes,'*®) como un reconocimiento de la relevancia y el amplio interés que ha atraido
esta familia de fluor6foros durante las tltimas décadas, debido en buena parte a su notable

[70

versatilidad quimica y sus atractivas propiedades fotofisicas.l’””! Debido a esto, se han

encontrado aplicaciones muy diversas para estos fluoroforos, incluyendo su uso como

fotosensibilizadores en terapia fotodinamica,’!!

en imagen celular por microscopia
confocal’ y en la fabricacion de diodos orgénicos emisores de luz (OLEDs)*! y de
dispositivos fotovoltaicos,’# entre otras. Ademas, dado que su respuesta fluorescente puede
modularse por la aplicacion de diversos estimulos, los BODIPYs han sido empleados
satisfactoriamente como sensores de viscosidad!” y de diversos analitos.!"®!

Los BODIPYs también se han usado en el diagndstico de enfermedades; muy
recientemente se publicaron estudios que muestran en experimentos in vivol’'l y ex vivo,!”®l
la posibilidad de localizar y estimar la concentracién, mediante espectroscopia de
fluorescencia, de derivados de BODIPY en tiempo real (Figura 38). El compuesto 95,
constituido por un farmaco eficaz para tratar el mal de Chagas unido covalentemente a un
BODIPY, mostr6 rapidamente concentraciones elevadas del fluoroforo localizadas en los
organos en donde se aloja Trypanosoma cruzi, el parasito que causa dicha enfermedad, puesto
que el fairmaco mantenia su actividad antiparasitaria, constituye un ejemplo exitoso de
teragnosis. Por otra parte, 96 mostr6 afinidad por las placas B-amiloides relacionadas a la

enfermedad de Alzheimer, mostrando consecuentemente mayores intensidades fluorescentes

en cerebros de ratones con este padecimiento, en comparacion con los ratones silvestres.
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Figura 38. Ejemplos de aplicacion de BODIPY's en la obtencion de imagenes en sistemas de
ratones silvestres o con Alzheimer (Tg2576) en experimentos (a) in vivo y (b) ex vivo

(cerebro). Adaptado con permiso de las Referencias 77 y 78.

Mas atn, muy recientemente se han reportado agentes teragndsticos para terapia contra
cancer basados en BODIPYs, permitiendo visualizar en tiempo real la localizacion y el
tamafio de los tumores y al mismo tiempo producir muerte celular, mostrando resultados
prometedores en ratones.[””! A manera de ejemplo, en la Figura 39 se muestran los resultados
de un experimento in vivo, en el que 97 resulto capaz de reducir significativamente el tamafio

de tumores en ratones con cancer cervical.[”?
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Figura 39. Monitoreo mediante espectroscopia de fluorescencia de la reduccion del tamafio
de tumores cervicales en ratones empleando un BODIPY como agente teragnostico.

Adaptado con permiso de la Ref. 79a.
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2.3. HIPOTESIS

Mediante el estudio de la influencia de variaciones en parametros moleculares como la masa
molecular, el momento dipolar y el coeficiente de particion sobre la permeabilidad celular y
la localizacion subcelular de diversos conjugados BODIPY-carborano, sera posible
establecer una explicacion para las marcadas diferencias en la incorporacion celular que

suelen presentar derivados de carboranos funcionalizados con diversos fluoréforos.

2.4. OBJETIVO

e Estudiar la influencia de variaciones en la masa molecular, el momento dipolar y el
coeficiente de particion, sobre la permeabilidad celular y la distribucion subcelular
de un grupo de carboranos funcionalizados con BODIPYss, con posibles aplicaciones
como agentes duales para terapia por captura neutrénica en boro (BNCT) y como

marcadores fluorescentes para el seguimiento de células in vitro.

Carborano
Terapia
=77 NN BODIPY
N\_N_ N g
F' “F Seguimiento celular

por fluorescencia
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2.5. RESULTADOS
2.5.1. Diseiio de los fluoréforos objetivo

Como se discutié en la Seccion 2.1.3., de manera frecuente se han observado inesperadas e
importantes variaciones en la permeabilidad celular de carboranos funcionalizados con
fluoroforos, a pesar de poseer estructuras muy similares, incluso en muchos casos siendo la

isomeria presente en el carborano la Uinica diferencia estructural.

La mayoria de las reglas empiricas para disefio de farmacos, como las de Lipinski®”!

y
Ghoose,®!! coinciden en el peso molecular y la lipofilicidad, en términos del coeficiente de
particion octanol/agua (log P), como factores criticos que determinan si un farmaco sera
capaz de permear o no al interior celular. Tomando esto en cuenta, decidimos investigar un
grupo de carboranos funcionalizados con BODIPY's que nos permitiera evaluar el impacto
de estas dos variables (peso molecular y log P) sobre la permeabilidad celular. Los
compuestos objetivo se muestran en el Esquema 39, donde BODIPY-0-Me-CB y BODIPY-
0-Ph-CB tienen carboranos orfo- sustitudos; para ellos, se espera que la variacion del
sustituyente R de metilo a fenilo provea un cambio en el peso molecular, sin alterar
significativamente otros parametros. Por otro lado, al pasar de BODIPY-0-Ph-CB a su
isomero meta- (BODIPY-m-Ph-CB), el peso molecular permanece constante, pero se espera

una diferencia muy importante en sus momentos dipolares, lo cual debe modular de forma

sustancial el valor de log P, de acuerdo con lo discutido en la Seccion 2.1.1.
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R = CH3, BODIPY-0-Me-CB

BODIPY-m-Ph-CB
R = C4Hs, BODIPY-0-Ph-CB g m
Qo =

BODIPY-Ref

Esquema 39. Estructura de los compuestos objetivo.

Por lo tanto, estas comparaciones podrian ayudarnos a establecer la influencia, por
separado, de estos parametros sobre la permeabilidad celular de los compuestos. Finalmente,
BODIPY-Ref, que no tiene un carborano, se incluyé como un compuesto de referencia para
evaluar como los distintos carboranos introducidos afectan la permeabilidad celular del

fluoréforo.
2.5.2. Sintesis y caracterizacion

La sintesis de los compuestos objetivo comenzd por la preparacion del BODIPY 103,
siguiendo la ruta de sintesis presentada en el Esquema 40 que comenzé con un acoplamiento
cruzado de Sonogashira entre 4-bromobenzaldehido (47a) y etiniltrimetilsilano (98),
obteniéndose el aldehido sililado 99®7! con un rendimiento alto, el que después de una
reaccion de desproteccion con K>COs produjo el aldehido acetilénico 1001*%! con un
rendimiento moderado, el cual fue tratado con un exceso de pirrol y catélisis &cida para dar
lugar al dipirrometano 102,® el cual fue oxidado con 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-

benzoquinona (DDQ) y coordinado con BF;OEt; en presencia de Et;N para dar lugar al
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BODIPY 103" con rendimientos moderados. Con un rendimiento global de 34 %, la ruta
de sintesis empleada representa una mejora sustancial con respecto a la Unica sintesis
informada para este fluor6foro,® con un rendimiento global de 8 % a partir de 99. La
identidad de este sinton se corroboré mediante RMN de 'H, *C,'°F y !B, encontrandose las
sefales caracteristicas para el alquino terminal en & = 3.26 ppm (H-11) y 6 = 82.51 (C-10),
79.88 ppm (C-11), asi como una sefial triple en & = 0.27 ppm en el espectro de RMN-!'B y
una sefial cuadruple en & = -145.04 ppm en el espectro de RMN-'°F, corroborando asi la

introduccion del puente de BF> en 103.

Br |
. Pd(PPh3),Cl,
| | Cul, THF, DIPA
(0) H
47a 98
7\
N
101 1) DDQ, CH,Cl,
CF,COOH 2) BF30Et,, Et;N
2
\_NH HN -/
1
102
(73 %)

Esquema 40. Sintesis y numeracion para el meso-(4-etinilfenil)-BODIPY (103).

Por otro lado, como se muestra en el Esquema 41, se sintetizaron los carboranos de partida

0-Me-CB, 0-Ph-CB y m-Ph-CB empleando una metodologia previamente informada,®?! que
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consistio en una reaccion de litiacion de los carboranos comerciales 104a-c; los
intermediarios metalados correspondientes se hicieron reaccionar in situ con 4-bromometil-
yodobenceno (105) como electrofilo para dar lugar a los carboranos yodados deseados en
rendimientos moderados a buenos. La identidad de estos derivados fue corroborada mediante
RMN-'H{!''B}, con las sefiales de los anillos aromaticos apareciendo como sefiales multiples
end=7.77—6.57 ppm, la del metileno H-5 como una sefial simple en 6 =3.40 —3.05 ppm y
la de los hidruros de boro como sefiales multiples y anchas en el intervalo 6 = 2.91 — 2.10
ppm. Los resultados espectroscopicos estuvieron en buen acuerdo con lo reportado

previamente para estos compuestos.[gz]

1) n-BuLi, THF/hexano

>~
B

o-Ph-CB

m-Ph-CB
(62 %)

Esquema 41. Sintesis y numeracion para los carboranos de partida 0-Me-CB, 0-Ph-CB y

m-Ph-CB.
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Fue posible obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal para
el compuesto m-Ph-CB (Figura 40), que no mostr6 diferencias significativas en angulos o

distancias de enlace al compararse con la estructura de su isomero orto- (0-Ph-CB).[8%]

Figura 40. Estructura cristalina para m-Ph-CB. Los elipsoides térmicos estan dibujados al
50 % de probabilidad para todos los atomos distintos de hidrogeno. Angulos
seleccionados [A]: C7-C8 1.530(5), C8-B1 1.710(5), C9-B1 1.708(5), C9-C10 1.511(4),

11-C1 2.086(3).

Finalmente, los fluoréforos objetivo se obtuvieron mediante un acoplamiento cruzado de
Sonogashira entre el BODIPY 1 y 0-Me-CB, 0-Ph-CB, m-Ph-CB y 4-yodotolueno (95),
como se muestra en el Esquema 42, obteniéndose los compuestos deseados en rendimientos
moderados a buenos. La identidad de estos compuestos se establecid usando técnicas de
RMN de 'H, °C, "B y °F, asi como EMAR. La asignacién inequivoca de las sefiales de
RMN de 'H y *C se realiz6 empleando técnicas de RMN bidimensionales, incluyendo
experimentos de correlacion homonuclear 'H-'H (COSY, NOESY) y heteronuclear 'H-!>C

(HSQC/HMBC).
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BODIPY-o-Me-CB
(56 %)

BODIPY-0-Ph-CB
(81 %)

103 m-Ph-CB

BODIPY-m-Ph-CB
(61 %)

2 BODIPY-Ref
(61 %)

Esquema 42. Sintesis y numeracion para los BODIPYs objetivo. Reactivos y condiciones:

(i) Pd(PPh3)2CLo, Cul, THF, EtN, reflujo.

Las sefiales de los hidruros de boro del cimulo aparecen como sefiales multiples anchas
de = 1.74 a 2.96 ppm debido a la presencia de acoplamientos 'H-'"B/'H-'B. Los
hidrogenos alifaticos del metileno (H-16) aparecieron en 6 = 3.12 - 3.49 ppm, a frecuencias

mayores a la de los hidrogenos del grupo metilo (H-6) en BODIPY-Ref (6 = 2.39 ppm),
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como se ejemplifica en la Figura 41, lo cual est4 en buen acuerdo con el efecto electroatractor
de los boranos,®*! explicando asi la desproteccion de estos niicleos. A pesar de que este efecto
esta presente en las resonancias de C-16, con d = 21.55 ppm para BODIPY-Ref y 6 =40.78
- 43.01 ppm para los derivados con carboranos, los desplazamientos quimicos de los anillos
aromaticos no se vieron afectados, sugiriendo asi un efecto electroatractor localizado y poca
comunicacion entre el nicleo del BODIPY y los camulos de boro. Esta observacion se
encuentra en buen acuerdo con las propiedades fotofisicas de estos compuestos, que se
discuten en la Seccion 2.4.3. y que muestran poca comunicacion electronica entre estos dos

fragmentos submoleculares.

Figura 41. Comparacion entre los espectros de RMN-H (CDCls, 400 MHz) para BODIPY-
0-Me-CB (arriba) y BODIPY-Ref (abajo).
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Fue posible obtener cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal para
los fluoréforos objetivo, con lo cual se corroboré inequivocamente sus estructuras
moleculares (Figura 42). Exceptuando a BODIPY-Ref, que cristaliz6 con una sola molécula
por unidad asimétrica (Z’ = 1), todos los demas BODIPYSs cristalizaron con Z’ = 2; mientras
que en el caso de BODIPY-0-Me-CB la unidad asimétrica esta compuesta por dos moléculas
de fluoroforo geométricamente cercanas, BODIPY-0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB
cristalizaron con una molécula del fluor6éforo y una molécula desordenada de n-hexano, del

proceso de cristalizacion.

En la Tabla 7 se muestran las distancias y dngulos de enlace relevantes para estas
estructuras; como puede observarse, comparado con la estructura de m-Ph-CB, la
introduccion del fragmento BODIPY no alter6 significativamente las distancias de enlace
relacionadas al cimulo de boro, con distancias de enlace entre los carbonos del cimulo (C8-
C9 para m-Ph-CB, C25-C26 para los demas) y los atomos de carbono directamente
enlazados a estos permanecieron sin cambios, a pesar de que el nicleo de BODIPY es un
grupo electroatractor fuerte, lo que se asocia comtiinmente con la carga positiva deslocalizada
en el esqueleto hidrocarbonado de su estructura triciclica. Esta observacion esta en buen
acuerdo con la falta de deslocalizacion electronica entre los cumulos de boro y los nucleos
de BODIPY, como evidencian los resultados de RMN previamente mencionados y las

propiedades fotofisicas de estos compuestos, que se discuten en la Seccion 2.4.3.
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Figura 42. Estructura cristalina para los fluor6foros objetivo. Los elipsoides térmicos estan
dibujados al 50 % de probabilidad para todos los 4&tomos distintos de hidrégeno. Por claridad,
s6lo se muestra una de las moléculas cristalograficamente independientes para

BODIPY-0-Me-CB.

Tabla 7. Distancias (A) y 4ngulos de enlace (°) representativos para los fluoréforos objetivo.

BODIPY-Ref BODIPY-0-Me-CB  BODIPY-0-Ph-CB  BODIPY-m-Ph-CB

B(1)-F(1) 1.380(2) 1.375(3) 1.3888(17) 1.386(3)
B(1)-F(2) 1.385(2) 1.382(3) 1.3779(18) 1.372(3)
B(1)-N(1) 1.531(3) 1.532(4) 1.5489(19) 1.527(4)
B(1)-N(2) 1.542(3) 1.537(4) 1.545(2) 1.536(4)
C(24)-C(25) - 1.532(3) 1.5299(18) 1.530(3)
C(25)-C(26) - 1.674(3) 1.7158(17) 2.673(4)
C(26)-C(27) - 1.517(4) 1.5011(18) 1.508(3)
F(1)-B(1)-F2)  108.29(15) 108.6(2) 109.91(11) 108.5(2)
N(1)-B(1)-N(2)  106.18(14) 106.4(2) 105.62(10) 106.7(2)
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En este punto, dos estructuras de cristal merecen mas atencion. Como se menciond
anteriormente, tanto BODIPY-0-Ph-CB como BODIPY-m-Ph-CB, que difieren solo en la
posicion de los atomos C anulares del carborano, cristalizaron con moléculas de n-hexano
desordenadas en una relacion BODIPY/n-hexano 2/1. No obstante, sus autoensamblajes son
considerablemente divergentes, ya que se pueden observar entornos cristalograficos
notablemente diferentes para las moléculas de n-hexano. Como se muestra en la Figura 43,
en el caso del BODIPY-0-Ph-CB, las moléculas de disolvente estan confinadas dentro de
poros supramoleculares formados por la disposicion antiparalela de pares de fluoréforos que
se extienden a través del eje a cristalografico; por el contrario, en el caso del BODIPY-m-
Ph-CB las moléculas de n-hexano estan muy estrechamente rodeadas por moléculas de
fluoroforos. Es importante sefialar que, mientras que en el isobmero orfo- no se observan
contactos cercanos para las moléculas de disolvente, en el isomero meta- se encontraron 12
contactos cercanos disolvente-fluoréforo (menores que la suma de los radios de van der
Waals). Esto sugiere que, mientras que en el primer caso las moléculas de n-hexano se
mueven libremente a través de los canales supramoleculares, en el segundo caso las
moléculas de disolvente estdn densamente atrapadas dentro de la red cristalina, lo que da

lugar a estas interacciones supramoleculares.

Con el fin de proporcionar evidencia tedrica acerca de las diferencias en la solvatacion
en estado solido de estos compuestos, se estimaron, mediante calculos de DFT al nivel de
teoria M06-2X/6-311+G**, las energias libres de Gibbs (G°) asociadas a la reaccion

mostrada en la Ecuacion 10.

BODIPY + hexano — BODIPY-hexano (10)
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Figura 43. Proyecciones cristalograficas para (a) BODIPY-0-Ph-CB y (b) BODIPY-m-Ph-CB a lo largo de los ejes cristalograficos a

y b, respectivamente. Las moléculas de n-hexano desordenadas se muestran en azul.
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Es importante sefialar que este enfoque se basa en una unica interaccion hexano-BODIPY
(una molécula de hexano explicito bajo una simulacion PCM con la constante dieléctrica del
hexano). Por lo tanto, si bien puede permitir una explicacion de las observaciones en las
estructuras cristalinas, no es totalmente relevante para establecer el comportamiento
completo de los diferentes isomeros en presencia de un disolvente, por lo que los resultados

se analizaron detalladamente.

Las geometrias optimizadas para las asociaciones BODIPY-0-Ph-CB/hexano y
BODIPY-m-Ph-CB/hexano se muestran en la Figura 44. Ambos modelos iniciales se
construyeron asumiendo que la interaccion de las moléculas de disolvente mas cercanas con
los fluoréforos, en estado sélido (datos de Rayos-X), pueden explicar la mayor parte de la
interaccion en disolucion. Bajo tal suposicion, AG® es igual a +6.74 kcal mol™! y +2.42 kcal
mol”!, para BODIPY-0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB, respectivamente. Por lo tanto, la
afinidad por el n-hexano parece claramente reducida en el caso del isomero orto-, en buen

acuerdo con las estructuras cristalinas.

Evidencia computacional adicional para explicar las diferentes interacciones
fluor6foro/hexano mencionadas, fue obtenida comparando la polaridad relativa de BODIPY-
0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB, y por lo tanto de su afinidad con el hexano, mediante
calculos de DFT. Los momentos dipolares calculados son de 8.22 D y 4.86 D para BODIPY-
0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB, respectivamente. Estos valores confirman que la
solvatacion con un disolvente no polar (n-hexano) es menos favorable para el fluor6foro mas
polar (BODIPY-0-Ph-CB). Como se discute a detalle mas adelante (Seccion 2.4.4.), estas

observaciones en estado solido correlacionan bien con los mayores valores de log P
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observados para BODIPY-m-Ph-CB en comparacion con el isdmero orto-, indicando una
afinidad mayor por disolventes no polares. Aunque formalmente no es posible una
comparacion directa, ya que los experimentos de Rayos-X y las mediciones de log P se
realizan en diferentes fases, no es sorprendente descubrir que el isdémero mas lipofilico
BODIPY-m-Ph-CB interactia con moléculas de n-hexano no polares mientras que para

BODIPY-0-Ph-CB las moléculas de n-hexano permanecen aisladas de los cumulos.

Figura 44. Geometrias calculadas para BODIPY-0-Ph-CB (izquierda) vy

BODIPY-m-Ph-CB (derecha) con una molécula de n-hexano.

2.5.3. Propiedades fotofisicas

Las propiedades fotofisicas de los compuestos objetivo se estudiaron mediante
espectroscopias UV-Visible y de fluorescencia, los resultados se muestran en la Figura 45 y
en la Tabla 8, donde se puede observar que aunque hay algunas variaciones en los

coeficientes de extincion y los rendimientos cuanticos fluorescentes (®r), la forma y las

189



energias asociadas a las transiciones electronicas permanecen practicamente inalteradas
independientemente del sustituto en los carbonos del camulo (metilo/fenilo) o del isomero
de camulo introducido, en comparacion con BODIPY-Ref. Por otro lado, tanto los datos de
calculo como los experimentales coinciden bien con la observacion de tres maximos de
absorcion locales situados alrededor de A = 500, 380 y 280 nm, que, como se muestra en la
Figura 46, estan asociados a transiciones con caraicter HOMO—LUMO, HOMO-1—-LUMO
y HOMO-1—-LUMO+1. La longitud de onda de los maximos de emision de todos los
compuestos se encuentra cercana a A = 520 nm bajo irradiacion a A = 450 nm,
independientemente del tipo carborano introducido, lo que sugiere que no existe una
comunicacion electronica importante entre el BODIPY y el cimulo de boro. Es importante
sefialar, sin embargo, que los valores de ®@r encontrados permiten el uso de estos fluordforos

en el estudio de células in vitro por microscopia confocal.

Figura 45. Espectros normalizados de absorcion (lineas soélidas) y emision (lineas

discontinuas) en etanol para los BODIPYs objetivo (1x10” M, temp. ambiente).
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Figura 46. Principales transiciones electronicas involucradas en los tres maximos de absorcion locales para los fluordforos objetivo.

Calculadas en etanol al nivel de teoria M06-2X/6-311+G(d,p).
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Tabla 8. Datos experimentales y calculados (M06-2X/6-311+G**) de UV-Visible y

espectroscopia de fluorescencia para los fluordforos objetivo. Tanto los resultados tedricos como

los experimentales fueron medidos o calculados en etanol.

UV-Vis TD-DFT o
(Of%
kmax (nm) [8 (M_l crn'l)] 7\zmax (nm) [f] (nm)
BODIPY- 280 381 501 275 374 425
519 | 0.0068
Ref [94309] | [35036] | [137908] | [0.770] | [0.792] | [0.510]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0108
0-Me-CB | [127502] | [59536] | [178213] | [0.870] | [0.886] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0120
0-Ph-CB | [53213] | [79293] | [69151] | [0.829] | [0.884] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 368 426
521 | 0.0060
m-Ph-CB | [114067] | [71390] | [163988] | [0.839] | [0.876] | [0.502]

@ Obtenido por irradiacién a A =450 nm, usando Rodamina B como estandar con ®¢= 0.5 en etanol.®¥

2.5.4. Incorporacion celular y localizacion intracelular

La distribucion subcelular de los fluor6foros se estudio en cultivos de células HeLa (cancer
cervical) las cuales fueron incubadas durante 30 minutos a 37 °C en presencia de los
fluoroforos (10 uM); los cultivos fueron subsecuentemente analizados por microscopia
confocal con lecturas en los canales verde (Aexc = 486 nm, Aem = 500 nm) y r0jo (Aexe = 535
nm, Aem = 610 nm). Como se muestra en la Figura 47a-b, BODIPY-Ref y BODIPY-m-Ph-
CB mostraron las mejores caracteristicas de permeabilidad y localizacion en esta linea
celular; es importante sefialar que, dado que ambos fluor6foros presentaron los valores mas
bajos de ®f, la mayor intensidad fluorescente observada dentro de las células en las
microscopias confocales necesariamente implica una eficiencia mucho mayor en la
incorporacion de estos fluordforos al interior celular. Contrastantemente, los derivados orto-

(BODIPY-0-Me-CB y BODIPY-0-Ph-CB) mostraron un ingreso celular muy pobre, que
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experimentalmente se observd como una fuerte aglomeracion (nucleacion) en la superficie
de las células. Mediante ensayos “low-dose”, esto es, incrementando lentamente la
concentracion de los derivados orfo- de 1 a 10 uM, se logrd observar una mejor incorporacion
celular (Figura 47c-d). Mientras que BODIPY-0-Me-CB mostr6 una distribucion citosélica
con una aglomeracion de particulas todavia sutil (sin afinidad con la membrana), BODIPY-
0-Ph-CB present6 una localizacién en la membrana perinuclear, aunque no especifica. Es
importante sefialar que BODIPY-m-Ph-CB tiene excelentes caracteristicas de distribucion
fluorescente, con afinidad por la membrana plasmatica en una amplia gama de
concentraciones de fluoréforo (10 a 40 uM), sin tener casi ninguna variacion en dicha
distribucion subcelular. En la Figura anexa S86 se incluye una comparacion entre la
localizacion subcelular de BODIPY-m-Ph-CB y la del localizador de membrana plasmatica
comercial CellMask®, mostrando distribuciones subcelulares muy similares.
Remarcablemente, BODIPY-Ref también exhibi6 una interesante permeabilidad celular con
una localizacion no especifica en la zona perinuclear. Ademas, este fluoro6foro fue capaz de
localizarse especificamente en vesiculas apoptoticas y vesiculas celulares en ensayos con
estrés oxidativo celular inducido a través de un estimulo del cultivo con H20,,[®! resultando
en vesiculas bien contrastadas bajo la iluminacion del canal verde, confirmando asi la fuerte
afinidad de este fluor6foro por estructuras celulares membranales.

En resumen, se encontraron comportamientos muy diferentes para los cuatro fluor6éforos
estudiados, con BODIPY-Ref y BODIPY-m-Ph-CB mostrando un excelente ingreso celular
y una afinidad importante por estructuras membranales, comparables a marcadores de
membrana comerciales. Contrastantemente, BODIPY-0-Me-CB y BODIPY-0-Ph-CB

mostraron una permeabilidad muy pobre, con poca o nula afinidad por estructuras
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membranales. Resulta evidente que existe una influencia importante de la estructura de los
fluoroforos sobre su permeabilidad al interior celular, en buena concordancia con estudios
previos discutidos en la Seccion 2.1.3., que han mostrado que cambios sutiles en la estructura
molecular, particularmente en la isomeria (orto-/meta-) del camulo, producen cambios

drasticos, no explicados hasta ahora, sobre la permeabilidad de los fluoréforos.

Figura 47. Microscopia confocal de células HeLa vivas tratadas con (a) BODIPY-Ref
(b) BODIPY-m-Ph-CB (c) BODIPY-0-Me-CB y (d) BODIPY-0-Ph-CB a una
concentracion 10 uM. Las imagenes fueron tomadas después de 30 minutos de incubacion y
se obtuvieron por sobreposicion de los canales verde (Aexe = 486 nm, Aem = 500 nm) y rojo

Obexc =535 nm, kem =610 nm).
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En la Tabla 9 se muestran las masas moleculares de los fluoréforos, asi como sus
momentos dipolares calculados al nivel de teoria M06-2X/6-311+G(d,p) y sus coeficientes
de particion (log P), determinados a partir de mezclas octanol/agua mediante mediciones de
la intensidad fluorescente en ambas fases, siguiendo un protocolo informado.l*® Estos
parametros se determinaron con la intencion de proveer una explicacion a las divergentes
permeabilidades celulares que presentaron los fluoroforos, tomando en cuenta que, como se
discuti6 en la Seccidn 2.4.1., diversas reglas empiricas coinciden en estos pardmetros como
decisivos para que un farmaco sea o no permeable al medio intracelular, estando favorecidas
moléculas con altas lipofilicidades y masas moleculares bajas. De los datos presentados para
los compuestos estudiados, resulta evidente que en este caso la masa molecular no tuvo un
papel decisivo, puesto que BODIPY-0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB, con masas idénticas,
mostraron permeabilidades muy diferentes. El pardmetro que si tuvo un rol decisivo en el
grupo de fluor6foros estudiados fue log P, ya que los compuestos con los valores mas altos
(BODIPY-Ref y BODIPY-m-Ph-CB) mostraron las mayores permeabilidades al interior
celular, lo cual se puede explicar razonablemente como una consecuencia de una mejor
interaccion con las bicapas lipidicas que forman las estructuras membranales en las células,
con las que este par de fluor6foros hidrofobicos tendrian mayor afinidad.

Desde un punto de vista estructural, las diferencias en log P para todos los fluoréforos
correlaciona satisfactoriamente con los cambios en sus momentos dipolares, siendo que a
mayor momento dipolar, disminuye log P y con ello la lipofilicidad del fluoréforo y su
permeabilidad celular. Notablemente, estas observaciones constituyen evidencia adicional
para explicar los autoensamblajes divergentes en las estructuras cristalinas de BODIPY-m-

Ph-CB y su isomero orto-, para el primero de los cuales se encontrd una afinidad por una
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molécula de n-hexano (no polar), que esta ausente en su isomero orto-, como se discutié en

la Seccidon 2.4.2.

Tabla 9. Coeficientes de particion (log P), momentos dipolares (i) y masas moleculares

para los fluordéforos objetivo.

Masa molecular

log P* p (D)’ -

BODIPY-Ref 0.324 8.29 383.21
BODIPY-0-Me-CB -0.166 10.07 538.46
BODIPY-0-Ph-CB -0.211 8.22 600.52
BODIPY-m-Ph-CB 0.677 4.86 600.52

%0Obtenidos usando un protocolo de particion octanol/agual® °Calculados al nivel de teoria
MO06-2X/6-311+G(d,p).

Finalmente, resulta imprescindible sefialar que, aunque el conjunto de evidencias
encontradas en este estudio demuestran que las variaciones en log P (y no en la masa
molecular) explican el origen de las divergentes permeabilidades celulares y localizaciones
subcelulares para los fluor6foros estudiados, es necesario extender estos estudios a un mayor
numero de carboranos fluorescentes para correlacionar un intervalo mayor de valores de
log P y momentos dipolares con la permeabilidades al interior celular. De esta manera,
mediante la estimacion computacional del momento dipolar estatico de una molécula, podria
eventualmente guiarse el disefio de moléculas con potencial uso en BNCT y que a la vez
cuenten con permeabilidades celulares Optimas y puedan ser seguidos, ademas, mediante

espectroscopia de fluorescencia.
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2.6. CONCLUSION

La eficiencia en el ingreso celular y la localizacion subcelular de un conjunto de carboranos
funcionalizados con un BODIPY fueron investigados por microscopia confocal en células
HeLa vivas, mostrando comportamientos marcadamente divergentes para moléculas
estructuralmente similares. La justificacion de estas diferencias se proporcioné a partir de
una detallada caracterizacion estructural y fisico-quimica de estos cumulos, apoyada por una
combinacion de mediciones experimentales y calculos tedricos de DFT. En conjunto,
nuestros resultados muestran que las diferencias en el ingreso celular y la distribucion
subcelular de los fluoréforos se originan en una importante variacion en sus momentos
dipolares y sus coeficientes de particion, lo que modula la capacidad de estas moléculas para

interactuar con los microambientes lipofilicos de las células.

2.7. PARTE EXPERIMENTAL

2.7.1. Consideraciones generales

Todos los materiales de partida fueron obtenidos de casas comerciales y usados como fueron
recibidos; los disolventes empleados fueron de grado analitico. A menos de que se indique
lo contrario, las reacciones se llevaron a cabo bajo condiciones atmosféricas y de iluminacion
convencionales. Las purificaciones por cromatografia en columna se realizaron sobre SiO»;
después de la elucidon con un sistema de disolventes adecuado, los productos se aislaron por
evaporacion a sequedad de la fraccion principal a presion reducida. Los espectros de RMN-
'H se registraron en equipos Jeol ECA 500, Varian MR-400 y Bruker ARX 300 a 298 K
usando disolventes deuterados; los desplazamientos quimicos para 'H y '3C son relativos a

la sefial residual del disolvente no deuterado fijada en § = 7.26 ppm (CDCl3) para RMN-'H
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y & = 77.00 ppm (CDCl3) para RMN-3C. Los experimentos de RMN-!'B y RMN-'°F se
realizaron empleando BF3OEt, y CFCl; como referencias externas, respectivamente. Los
valores de las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz. Los datos de
espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR) fueron adquiridos en un equipo Agilent
G1969A MS-TOF. Los espectros de absorcion y emision fueron adquiridos a temperatura
ambiente en celdas de cuarzo, utilizando equipos Varian Cary-50 y HORIBA FluoroMax,

respectivamente.

2.7.2. Sintesis

4-((trimetilsilil)etinil)benzaldehido (99).*7! A una disolucion de 4-bromobenzaldehido
(47a) (2 g, 10.86 mmol), Cul (0.21 g, 10 mol %), Pd(PPh3)Cl> (0.38 g, 5 mol %) en THF
(60 mL) se anadio etiniltrimetilsilano (98) (3.1 mL, 21.4 mmol) y (iPr)NH (2.5 mL, 17.84
mmol) gota a gota. Después de calentarse a reflujo durante 3 horas con agitacion magnética,
el disolvente se evapord apresion reducida y el residuo negro resultante se redisolvid en
cloruro de metileno (80 mL), se lavd con NH4Clac) saturado (2 x 30 mL), salmuera (2 x 30
mL) y agua (2 x 30 mL); la fase organica se secd con NaxSO4 y se evapor6 a sequedad bajo
presion reducida. La reaccidon se purifico por cromatografia en columna empleando una
mezcla hexano/acetato de etilo 98/2 como eluyente para rendir 2.1 g (10.317 mmol, 95 %)
de 99 como un solido blanco. RMN-'H & (400 MHz, CDCls): 10.00 (s, 1H, H-5),
7.82 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3), 0.27 (s, 9H, H-8). RMN-13C §
(100 MHz, CDCl3): 182.38 (C-5), 143.72 (C-1), 135.76 (C-2), 133.08 (C-3), 132.43 (C-4),

104.58 (C-6), 96.32 (C-7), -0.48 (C-8).
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4-etinilbenzaldehido (100).1%%! Una disolucion de 99 (2 g, 9.88 mmol) y KoCOs (0.24 g,
1.75 mmol) en metanol (20 mL) se agitd durante 3 horas a temperatura ambiente y se vertio
sobre agua con hielo (300 mL). El solido café resultante se colectod y lavd con agua (3 x 75
mL). La reaccion se purifico por cromatografia en columna con hexano/acetato de etilo 9/1
como eluyente para rendir 965.7 mg (7.42 mmol, 75 %) de 100 como un sélido beige. RMN-
'H & (400 MHz, CDCIls): 10.02 (s, 1H, H-5), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2), 7.64 (d, J = 8.1
Hz, 2H, H-3), 3.29 (s, 1H, H-7). RMN-13C § (100 MHz, CDCls): 191.34 (C-5), 135.91 (C-

1), 132.67 (C-2), 129.45 (C-3), 82.59 (C-6), 81.04 (C-7).

Meso-(4-etinilfenil)-dipirrometano (102).°! A una disolucién de 100 (0.94 g, 7.26
mmol) en pirrol (101, 30 mL) se afiadid acido trifluoroacético (0.09 mL) y la mezcla se agitd
a temperatura ambiente bajo atmodsfera de nitrogeno durante 45 minutos. La mezcla de
reaccion se vertio sobre agua/hielo (150 mL), se extrajo con cloruro de metileno (2 x 75 mL),
la fase orgénica se lavd con agua (2 x 50 mL), se secd con Na>SO4 y se concentro a presion
reducida. El pirrol residual se removid por co-destilacion con metanol y hexano a 70 °C bajo
presion reducida. La reaccion se purificd por cromatografia en columna con hexano/acetato
de etilo 9/1 como eluyente para rendir 1.31 g (5.29 mmol, 73 %) de 102 como un so6lido
amarillo claro. RMN-TH § (400 MHz, CDCls): 7.88 (s, 2H, NH), 7.46 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-
8),7.18 (d, J=8.1 Hz, 2H, H-7), 6.69 (td, J=2.6, 1.6 Hz, 2H, H-1), 6.18 (q, J= 2.8 Hz, 2H,
H-2), 591 (dddd, J=3.4, 2.5, 1.5, 0.9 Hz, 2H, H-3), 5.46 (s, 1H, H-5), 3.07 (s, 1H, H-11).
RMN-13C § (100 MHz, CDCls): 143.07 (C-6), 132.50 (C-7), 131.99 (C-4), 128.52 (C-8),
120.85 (C-9), 117.59 (C-1), 108.66 (C-2), 107.57 (C-3), 83.57 (C-10), 77.38 (C-11), 43.94

(C-5).
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Meso-(4-etinilfenil)-BODIPY (103).°°! A una disolucion de 102 (1.03 g, 4.19 mmol) en
cloruro de metileno seco (50 mL) se agregd DDQ (1.05 g, 4.61 mmol) y la mezcla se calentd
areflujo durante 45 minutos bajo atmosfera de nitrégeno. La reaccion se enfrid a 0 °C seguido
por la adicion de trietilamina (1.3 mL) y BF3OEt; (5.7 mL, 46 mmol) gota a gota. La reaccioén
se calent6 a reflujo por 2 horas mas y se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 12
horas. Después de verter la mezcla sobre agua/hielo (100 mL), se extrajo con cloruro de
metileno (3 x 50 mL), se lavd con agua (3 x 75 mL), se secd sobre Na;SO4 y se evaporod a
sequedad a presion reducida. La reaccion se purifico por cromatografia en columna con
hexano/acetato de etilo 8/2 como eluyente para rendir 0.75 g (2.57 mmol, 61 %) de 103 como
un sélido rojo. RMN-'H § (400 MHz, CDCls): 7.95 (s, 2H, H-1), 7.65 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-
7), 7.54 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-8), 6.91 (d, J = 3.9 Hz, 2H, H-3), 6.56 (d, /= 3.2 Hz, 2H, H-
2),3.26 (s, 1H, H-11). RMN-13C § (100 MHz, CDCl3): 146.15 (C-5), 144.48 (C-1), 134.69
(C-4), 134.02 (C-9), 132.11 (C-8), 131.37 (C-3), 130.40 (C-7), 124.85 (C-6), 118.76 (C-2),
82.51 (C-10), 79.88 (C-11). RMN-"B § (128 MHz, CDCls): 0.27 (t, J = 29.0 Hz). RMN-°F

8 (376 MHz, CDCls): -145.04 (q, J = 29.0 Hz).

Yoduro de 4-(1-metil-carboran-2-il)bencilo (0-Me-CB).*?! A un matraz de fondo
redondo que contenia una disolucion fria (0 °C) de 1-metil-1,2-carborano (104a) (0.16 g,
1.025 mmol) en THF (7.5 mL) se agregd n-BuLi (0.9 mL, 1.47 M) gota a gota y la reaccion
se agitd bajo atmoésfera de argon durante 1 hora, seguido por la adicion de 4-bromometil-
yodobenceno (105) (0.30 g, 1.025 mmol) en THF (3.0 mL). La mezcla se agité durante 12
horas a temperatura ambiente, se vertio sobre salmuera (100 mL), se extrajo con acetato de
etilo (3 x 40 mL), se secd sobre Na;SO4 y se evaporo a sequedad a presion reducida. La

reaccion se purificé por cromatografia en columna con hexano/acetato de etilo 95/5 como
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eluyente para rendir 362.9 mg (0.97 mmol, 95 %) de 0-Me-CB como un sélido blanco.
RMN-TH{!"B} & (300 MHz, CDCl5): 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2), 6.93 (d, /= 8.2 Hz, 2H,

H-3), 3.40 (s, 2H, H-5), 2.15 (s, 3H, H-8), 2.33 — 2.11 (m, 10H, B-H).

Yoduro de 4-(1-fenil-carboran-2-il)bencilo (0-Ph-CB).[*?] Preparado como se describe
arriba para 0-Me-CB a partir de 1-fenil-1,2-carborano (104b). Rendimiento: 78 %. RMN-
TH{"B} § (300 MHz, CDCl3): 7.77 — 7.68 (m, 2H, H-2), 7.65 — 7.42 (m, 5H, H-9/H-10/H-

11), 6.57 (d, J= 8.3 Hz, 2H, H-3), 3.05 (s, 2H, H-5), 2.91 — 2.10 (m, 10H, B-H).

Yoduro de 4-(1-fenil-carboran-3-il)bencilo (M-Ph-CB).®?l Preparado como se
describe arriba para 0-Me-CB a partir de 1-fenil-1,3-carborano (104¢). Rendimiento: 62 %.
RMN-'H{!'B} 6 (300 MHz, CDCls): 7.68 (d, 2H, J =9 Hz, H-2), 7.39 (d, 2H, J = 6 Hz, H-
9), 7.33 — 7.23 (m, 3H, H-10/H-11), 6.90 (d, 2H, J = 9 Hz, H-3), 3.24 (s, 2H, H-5), 2.90 -

2.22 (m, 10H, BH).

Sintesis de los BODIPYs obijetivo.

A un matraz de fondo redondo que contenia el BODIPY 103 (1 mmol), Pd(PPh3)>Cl> (0.05
mmol), Cul (0.1 mmol) y un yoduro de carboranilbencilo (0-Me-CB, 0-Ph-CB, m-Ph-CB)
0 4-yodotolueno (106) (1 mmol), se agregé THF (30 mL) y trietilamina (30 mL) gota a gota.
La mezcla se agitd durante 12 horas a temperatura ambiente, se calent6 a reflujo durante 2
horas y se evapord a sequedad a presion reducida. El residuo resultante se redisolvid en
cloruro de metileno (100 mL), se lavd con NH4Cl.c) saturado (3 x 40 mL), se seco sobre
NaxSOs y se evaporé a sequedad a presion reducida. La reaccion se purificd por
cromatografia en columna usando mezclas hexano/acetona como eluyente para rendir los

compuestos objetivo como sélidos naranjas a rojizos.

201



BODIPY-0-Me-CB. Sélido rojo. Rendimiento: 154 mg (56 % a partir de 0.51 mmol de
103). RMN-'H § (400 MHz, CDCls): 7.96 (s, 2H, H-1), 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-8), 7.61
—7.48 (m, 4H, H-7, H-13), 7.22 (d, J=8.1 Hz, 2H, H-14), 6.95 (d, J=4.1 Hz, 2H, H-3), 6.57
(d, J=2.9 Hz, 2H, H-2), 3.49 (s, 2H, H-16), 2.18 (s, 3H, H-19), 2.64 - 1.89 (m, 10H, B-H).
RMN-13C § (100 MHz, CDCl3): 146.34 (C-5), 144.35 (C-1), 135.59 (C-15), 134.69 (C-4),
133.60 (C-9), 131.91 (C-13), 131.59 (C-8), 131.39 (C-3), 130.57 (C-7), 130.47 (C-14),
125.90 (C-6), 122.56 (C-12), 118.74 (C-2), 91.48 (C-11), 89.15 (C-10), 77.20 (C-18), 74.79
(C-17), 41.04 (C-16), 23.71 (C-19). RMN-!B § (128 MHz, CDCl3): -0.69 (t, J = 28.8 Hz,
1B, BF>), -5.61 (d, J = 270.5 Hz, 4B, BH), -9.13 — -12.58 (m, 6B, BH). RMN-"F § (376
MHz, CDCl3): -144.89 (q, J = 28.8 Hz). EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para

Ca27H29B11N2F [M*-F]": 521.3338. Encontrado: 521.3356. Error: 3.45 ppm.

BODIPY-0-Ph-CB. Solido rojo. Rendimiento: 248 mg (81 % a partir de 0.51 mmol de
103). RMN-H § (400 MHz, CDCl3): 7.96 (s, 2H, H-1), 7.75 — 7.70 (m, 2H, H-20), 7.68 —
7.65 (m, 2H, H-8), 7.57 (dt, J= 8.2, 1.5 Hz, 2H, H-7), 7.55 - 7.52 (m, 1H, H-22), 7.50 — 7.47
(m, 2H, H-21), 7.44 (dt, J= 8.5, 2.0 Hz, 2H, H-13), 6.95 (d, /=4.2 Hz, 2H, H-3), 6.85 (d, J
=8.3 Hz, 2H, H-14), 6.58 — 6.55 (m, 2H, H-2), 3.12 (s, 2H, H-16), 2.96 — 1.95 (m, 10H, BH).
RMN-13C 5 (100 MHz, CDCl3): 146.35 (C-5), 144.34 (C-1), 135.84 (C-15), 134.71 (C-4),
133.56 (C-9), 131.67 (C-13), 131.56 (C-8), 131.48 (C-20), 131.37 (C-3), 130.95 (C-22),
130.70 (C-19), 130.55 (C-7), 130.19 (C-14), 129.11 (C-21), 125.95 (C-6), 122.30 (C-12),
118.70 (C-2), 91.59 (C-11), 89.01 (C-10), 83.70 (C-18), 81.45 (C-17), 40.78 (C-16). RMN-
1B § (128 MHz, CDCl3): -0.69 (t, /= 28.9 Hz, 1B, BF»), -4.29 (brs, 2B, BH), -8.99 —-15.94

(m, 8B, BH). RMN-"F § (376 MHz, CDCls): -144.90 (q, J = 28.9 Hz). EMAR (ESI-TOF*)
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m/z calculado para C3H31B1iNoF [M*-F]*: 583.3495. Encontrado: 583.3519. Error: 4.11

BODIPY-m-Ph-CB. Soélido naranja. Rendimiento: 73 mg (61 % a partir de 0.2 mmol de
103). RMN-'H § (400 MHz, CDCl3): 7.96 (s, 2H, H-1), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-8), 7.55
(dd, J=15.4, 8.3 Hz, 4H, H-7, H-13), 7.36 (dd, J = 8.2, 1.4 Hz, 2H, H-20), 7.29 — 7.23 (m,
3H, H-21, H-22), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-14), 6.95 (d, J = 4.1 Hz, 2H, H-3), 6.59 — 6.55
(m, 2H, H-2), 3.30 (s, 2H, H-16), 2.68 — 1.74 (m, 10H, B-H). RMN-13C § (100 MHz, CDCl3):
146.40 (C-5), 144.34 (C-1), 137.59 (C-15), 135.14 (C-19), 134.73 (C-4), 133.53 (C-9),
131.85 (C-13), 131.56 (C-8), 131.38 (C-3), 130.56 (C-7), 130.06 (C-14), 128.64 (C-22),
128.31 (C-21), 127.76 (C-20), 126.05 (C-6), 122.01 (C-12), 118.72 (C-2), 91.79 (C-11),
88.86 (C-10), 77.20 (C-18), 75.63 (C-17), 43.01 (C-16). RMN-"B § (128 MHz, CDCI3): -
0.69 (t,J=28.8 Hz, 1B, BF,), -6.22 — -15.41 (m, 10B, BH). RMN-°F & (376 MHz, CDCl3):
-144.90 (q, J = 28.8 Hz). EMAR (ESI-TOF") m/z calculado para C3;H31B11N2F [M'-F]":

583.3495. Encontrado: 583.3502. Error: 1.19 ppm.

BODIPY-Ref. Solido rojo. Rendimiento: 88 mg (45 % a partir de 0.51 mmol de 103).
RMN-H § (400 MHz, CDCls): 7.95 (br s, 2H, H-1), 7.67 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H-7), 7.56 (d,
J=28.1 Hz, 2H, H-8), 7.47 (d, J= 8.0 Hz, 2H, H-13), 7.20 (d, /= 8.0 Hz, 2H, H-14), 6.95 (d,
J=4.0 Hz, 2H, H-3), 6.58 — 6.55 (m, 2H, H-2), 2.39 (s, 3H, H-16). RMN-13C 5 (100 MHz,
CDCl;): 146.51 (C-5), 144.24 (C-1), 139.10 (C-15), 134.70 (C-4), 133.21 (C-9), 131.63 (C-
13), 131.47 (C-8), 131.39 (C-3), 130.53 (C-7), 129.24 (C-14), 126.42 (C-6), 119.54 (C-12),
118.67 (C-2), 92.56 (C-11), 87.73 (C-10), 21.55 (C-16). RMN-!'B § (128 MHz, CDCl3): -

0.68 (t, J=28.8 Hz). RMN-°F § (376 MHz, CDCL): -144.86 (q, J=28.8 Hz). EMAR (ESI-
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TOF") m/z calculado para C2sHisBF2N> [M']™: 383.1531. Encontrado: 383.1544. Error: 3.39

2.7.3. Estudios de difraccion de Rayos-X de monocristal

Cristales adecuados para difraccion de Rayos-X de monocristal de los compuestos
m-Ph-CB, BODIPY-Ref, BODIPY-0-Me-CB, BODIPY-0-Ph-CB y BODIPY-m-Ph-CB
se obtuvieron por evaporacion lenta de acetato de etilo/hexano 1/2. Los datos se colectaron
en difractometros Oxford Diffraction Gemini "A" (m-Ph-CB) y Bruker D8 Venture CMOS
(BODIPY-Ref, BODIPY-0-Me-CB, BODIPY-0-Ph-CB, BODIPY-m-Ph-CB) usando
radiacion MoK, (AL = 0.71073 A) a 130 y 300 K. Se realizé una correccién empirica de los
datos con SADABS.®!! La primera soluciéon se obtuvo mediante métodos directos con
SHELXS-2018 y la estructura se refind usando SHELXL-2018.1°" Todas las manipulaciones
se realizaron a través del programa ShelXle.”>! Todos los 4tomos distintos de hidrégeno se
refinaron anisotropicamente en coordenadas idealizadas. Los programas Mercury 3.7 y

ORTEP-3 fueron usados para preparar las ilustraciones.[*¥

2.7.4. Métodos computacionales

Las geometrias de BODIPY-Ref, BODIPY-m-Ph-CB, BODIPY-0-Ph-CB y BODIPY-0-
Me-CB se optimizaron al nivel de teoria M06-2X/6-31G* a través del programa Gaussian-
09,1 dentro del marco de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT). Los calculos fueron
realizados asumiendo la presencia de etanol como disolvente, el cual se modelo a través del
modelo de polarizacion continua (PCM).¢! Para los calculos referidos a la interaccion de
fluor6foros con hexano, no se tomo otro efecto del disolvente ademads de la presencia de una

sOla molécula de hexano en la cercania al cimulo. Seleccionamos el funcional M06-2X

204



siguiendo reportes previos de Jacquemin,®”! quien sugiere este funcional como el método
mas razonable para moléculas basadas en BODIPYs. Los espectros de UV-Visible se

calcularon al nivel de teoria M06-2X/6-311+G**.

2.7.5. Microscopia confocal

Las imagenes de microscopia fueron tomadas usando un microscopio Zeiss LSM 880,
manteniendo una atmosfera de 5% de CO; y una temperatura de 37 °C durante los
experimentos. Células HeLa fueron cultivadas en placas de 8 pozos (iBidi, Alemania) a una
densidad de 20,000 células por pozo un dia antes de los experimentos en medio MEM o con
10% de suero fetal bovino (FBS) e incubadas en presencia de los fluoréforos por 30 minutos.
Las células fueron lavadas después por duplicado con MEM a sin FBS y analizadas en el

microscopio.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo se centr6 en la exploracion de estrategias quimicas para ayudar a resolver algunas
de las limitaciones que aun presentan dos terapias modernas contra el céancer: la
quimioterapia fotoactivada por liberacion de NO" y la terapia por captura neutronica en boro
(abreviadas como PACT y BNCT, respectivamente, por sus siglas en inglés). Ambas terapias
se han desarrollado durante las tltimas décadas debido a la necesidad de contar con
tratamientos que permitan tratar mas selectivamente este padecimiento, evitando o
minimizando el dafo a tejidos saludables, que suelen causar las quimioterapias y

radioterapias convencionales.

La PACT via liberacién de NO" es una estrategia elegante para producir la muerte de
células tumorales por la liberacion fotoinducida de cantidades elevadas de este radical
pequefio y bien reconocido por las células humanas. Sin embargo, su aplicacion se encuentra
limitada atun por las modestas eficiencias de liberacion del radical, especificamente cuando
el proceso se produce mediante absorcion de dos fotones, con eficiencias dadas por el
producto @y x grpy, donde Py, es el rendimiento cuantico de fotoliberacion y orpy la
seccion transversal de absorcion de dos fotones. Para resolver esta limitante, en el Capitulo
1 se exploro la introduccion de un anillo de tienilo como una modificacion estructural discreta
sobre el ligante polipiridinico en nitrosilos de Ru", con la intencién de obtener sistemas con
mayores eficiencias. Los resultados encontrados demuestran una participacion decisiva de
este heterociclo en la transferencia de carga hacia el fragmento Ru-NO, con desplazamientos
batocromicos asociados de A = 30 — 60 nm, asi como incrementos sustanciales en los
coeficientes de extincion molar, dos caracteristicas que se asocian comunmente con

incrementos importantes del valor de orp, en moléculas con topologias similares a las
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estudiadas. Los desplazamientos batocromicos de estas moléculas permitieron ademas que
los compuestos mas prometedores liberaran NO" bajo irradiacion con luz visible (A = 490
nm), una caracteristica muy atractiva para las posibles aplicaciones en PACT, ya que esto
evita el uso de luz ultravioleta, potencialmente dafiina, para producir la liberacion del NO".
Fue posible ademas desarrollar un proceso de sintesis practico, escalable y selectivo para
nitrosilos de rutenio estables en agua, a partir de los cuales se demostr6 una liberacion
eficiente de NO* en medio acuoso, alcanzando concentraciones del radical superiores a
100 nM, las cuales son un requisito para inducir los procesos de muerte celular que dan lugar

a las posibles aplicaciones terapéuticas para este tipo de compuestos de coordinacion.

Por otro lado, la BNCT es un tipo de radioterapia en la que la destruccion del tumor se
produce administrando un farmaco rico en boro, seguido por la irradiacion del tumor con
neutrones de baja energia, provocando la fisién de nicleos de '°B y la liberacién de la energia
ionizante que produce la muerte celular. La aplicacion de la BNCT requiere de la
determinacion precisa de la concentracion de boro dentro del tumor, para lo que los métodos
actuales presentan diversas desventajas. La introduccion de fluordforos a los fdrmacos
representa una alternativa atractiva, potencialmente capaz de proveer informacion en tiempo
real sobre la localizacion y concentracion del fairmaco en el organismo. A pesar de que con
este fin se han desarrollado una diversidad de farmacos fluorescentes para BNCT, el ingreso

de estos acarreadores de boro a las células tumorales resulta generalmente impredecible.

En este contexto, en el Capitulo 2 de este trabajo se present6 la evaluacion del ingreso a
células HeLa (de cancer cervical) para un grupo de carboranos (cumulos de boro y carbono)
funcionalizados con dipirrometenos de boro (BODIPYs) como fluoroforos. Las diferencias

en la estructura molecular de los compuestos estudiados permiti6 evaluar la influencia de
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variaciones en la masa molecular, el momento dipolar estatico y la lipofilicidad, sobre la
permeabilidad y localizacion subcelular de los fluoroforos, encontrandose que la lipofilicidad
y el momento dipolar tuvieron una influencia decisiva sobre la facilidad con que los
compuestos permearon al medio intracelular, en tanto que las variaciones en la masa

molecular exploradas no tuvieron una influencia importante.

Los resultados encontrados establecen asi una primera explicacion de los parametros
moleculares cuyas variaciones dan origen a las divergentes permeabilidades y localizaciones
subcelulares que suelen mostrar este tipo de compuestos, ademas de que proveen
herramientas de disefio para continuar con el desarrollo de carboranos fluorescentes que

puedan ser exitosamente aplicados en terapia contra cancer mediante BNCT.

Como una conclusion final, si bien es necesario seguir resolviendo las limitaciones que
presentan las terapias contra el cancer que constituyen el tema central de este trabajo, es
esperanzador ver el grado de madurez que ya han alcanzado. Debido a que estas
investigaciones estan enfocadas a la necesidad real de mejorar los tratamientos disponibles
para las personas que lamentablemente sufren de este padecimiento, es importante que los
esfuerzos se centren cada vez menos en aspectos fundamentales de estas terapias y se dirijan
mas a implementar sus aplicaciones. En este sentido, es importante continuar con el estudio
de la toxicidad de las moléculas para PACT mas prometedoras tanto en células sanas como
tumorales en ausencia y presencia de luz. Seria ademas deseable desarrollar nitrosilos de Ru'"
que incorporen fluordforos en sus estructuras, de manera similar a los agentes para BNCT
presentados en este trabajo, resultando en moléculas multifuncionales que liberen NO" y cuya
biodistribucion pueda ser eventualmente monitoreada mediante espectroscopia de

fluorescencia.
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GENERAL CONCLUSIONS

This work focused on exploring chemical strategies to help resolve some of the limitations
still present in two modern cancer therapies: photoactivated chemotherapy by NO" release
and boron-neutron capture therapy (abbreviated as PACT and BNCT, respectively). Both
therapies have been developed during the last decades due to the need for treatments that
allow a more selective treatment of this condition, avoiding or minimizing the damage to

healthy tissues, which is usually caused by conventional chemotherapies and radiotherapies.

PACT via NO' release is an elegant strategy to produce the death of tumor cells by the
photo-induced release of high amounts of this small radical, well recognized by human cells.
However, its application is still limited by the modest efficiencies of photorelease,
specifically when the process occurs by two-photon absorption, with efficiencies given by
the product ®yy x 07p4, Where @y is the photorelease quantum yield and orp, is the
two-photon absorption cross section. To solve this limitation, in Chapter 1 the introduction
of a thienyl ring was explored as a discrete structural modification on the polypyridine ligand
in Ru"" nitrosyls, aimed at obtaining systems with higher efficiencies. The results found
demonstrate a decisive participation of this heterocycle in the load transfer to the Ru-NO
fragment, with associated batochromic displacements of A = 30 - 60 nm, as well as
substantial increases in the molar extinction coefficients, two characteristics that are
commonly associated with significant increases in the value of a7p41n molecules with similar
topologies to those studied in this work. The batochromic displacements of these molecules
also allowed the most promising systemsto release NO® under visible light irradiation

(A =490 nm), a very attractive feature for prospective applications in PACT, since this avoids
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the use of potentially harmful ultraviolet light to produce NO' release. It was also possible to
develop a practical, scalable and selective synthetic process for water-stable ruthenium
nitrosils, from which an efficient release of NO® in aqueous media was demonstrated,
reaching concentrations of the radical above 100 nM, which are required to induce the cell

death processes that give rise to the possible therapeutic applications for these systems.

On the other hand, BNCT is a type of radiotherapy in which the destruction of the tumor
occurs by administering a boron-rich drug, followed by the irradiation of the tumor with low
energy neutrons, causing the fission of '°B nuclei and the release of the ionizing energy that
produces cell death. The application of BNCT requires the precise determination of the
concentration of boron within the tumor, for which current methods have diverse
disadvantages. The introduction of fluorophores to BNCT drugs represents an attractive
alternative, potentially capable of providing real-time information on the location and
concentration of the drug in the body. Although a variety of fluorescent drugs have been
developed for this purpose, the entry of these boron carriers into the tumor cells is generally

unpredictable.

In this context, Chapter 2 of this work presented the evaluation of the entry into HeLa
cells (cervical cancer) for a group of carboranes (boron and carbon clusters) functionalized
with boron dipyrromethenes (BODIPY's) as fluorophores. The differences in the molecular
structure of the studied compounds allowed to evaluate the influence of variations in the
molecular weight, the static dipole moment and the lipophilicity, on the permeability and
subcellular location of the fluorophores. It was found that the lipophilicity and the dipole

moment had a decisive influence on the ease with which the compounds permeated into the
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intracellular medium, while the variations in the molecular mass explored did not have an

important influence.

The results found thus establish a first explanation of the molecular parameters whose
variations give rise to the divergent subcellular permeabilities and locations that this type of
compounds usually show, besides providing design tools to continue with the development
of fluorescent carboranes that can be successfully applied in cancer therapy by means of

BNCT.

As a final conclusion, while it is necessary to continue working on the limitations of the
cancer therapies that are the focus of this work, it is encouraging to see the degree of maturity
that they have already reached. Because this research is focused on the real need to improve
the treatments available to people who unfortunately suffer from this condition, it is
important that efforts are less focused on fundamental aspects of these therapies and are more
directed towards implementing their applications. In this sense, it is important to continue
with the study of the toxicity of the most promising PACT molecules in both healthy and
tumour cells in the absence and presence of light. It would also be desirable to develop Ru''
nitrosyls that incorporate fluorophores in their structures, similar to the agents for BNCT
presented in this work, resulting in multifunctional molecules able to release NO® and whose

biodistribution could eventually be followed by fluorescence spectroscopy.
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Figura S1. Espectro de RMN-'H para 42a (400 MHz, CD3CN).
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Figura S2. Espectro de RMN-'H para 42b (400 MHz, CD3CN).
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Figura S3. Espectro de RMN-'H para cis-42b (400 MHz, CD;CN).
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Figura S4. Espectro de RMN-3C para cis-42b (100 MHz, CD3CN).
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Figura S5. Espectro EMAR (ESI-TOF") para cis-42b.
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Figura S6. Espectro de RMN-'H para trans-42b (400 MHz, CDs;CN).
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Figura S7. Espectro de RMN-'3C para trans-42b (100 MHz, CD3CN).
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Figura S8. Espectro EMAR (ESI-TOF") para trans-42b.
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Figura S9. Espectro de RMN-'H para 49a (500 MHz, CDCl5).
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Figura S10. Espectro de RMN-'3C para 49a (125 MHz, CDCI;).
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Figura S11. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 49a.
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Figura S12. Espectro de RMN-'H para 49b (500 MHz, CDCIs).
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Figura S13. Espectro de RMN-'3C para 49b (125 MHz, CDCl5).
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Figura S14. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 49b.
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Figura S15. Espectro de RMN-'H para cis-51a (400 MHz, CD3;CN).
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Figura S16. Espectro de RMN-!3C para cis-51a (100 MHz, CD3CN).
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Figura S17. Espectro EMAR (ESI-TOF") para cis-51a.
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Figura S18. Espectro de RMN-'H para trans-51a (400 MHz, CD3;CN).

237



Figura S19. Espectro de RMN-"3C para trans-51a (100 MHz, CD;CN).
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Figura S20. Espectro EMAR (ESI-TOF") para trans-51a.
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Figura S21. Espectro de RMN-'H para 51b (400 MHz, CD;CN).
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Figura S22. Espectro de RMN-'H para cis-51b (400 MHz, CD3CN).
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Figura S23. Espectro de RMN-'3C para cis-51b (100 MHz, CD;CN).
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Figura S24. Espectro EMAR (ESI-TOF") para cis-51b.
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Figura S25. Espectro de RMN-'H para trans-51b (400 MHz, CD3CN).
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Figura S26. Espectro de RMN-!3C para trans-51b (100 MHz, CD3CN).
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Figura S27. Espectro EMAR (ESI-TOF") para trans-51b.
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Figura S28. Espectro de RMN-'H para 52a (400 MHz, CD;CN).
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Figura S29. Espectro de RMN-3C para 52a (100 MHz, CD;CN).
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Figura S30. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 52a.
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Figura S31. Espectro de RMN-'H para 52b (400 MHz, CD3CN).
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Figura S32. Espectro de RMN-'3C para 52b (100 MHz, CD3CN).
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Figura S33. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 52b.
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Figura S34. Espectro de RMN-'H para 53a (400 MHz, CD;CN).
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Figura S35. Espectro de RMN-!3C para 53a (100 MHz, CD3CN).
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Figura S36. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 53a.
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Figura S37. Espectro de RMN-'H para 53b (400 MHz, CD3CN).
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Figura S38. Espectro de RMN-"3C para 53b (100 MHz, CD3CN).
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Figura S39. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 53b.
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Figura S40. Espectro de RMN-'H para 57 (400 MHz, CDCl5).
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Figura S41. Espectro de RMN-!3C para 57 (100 MHz, CDCls).
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Figura S42. Espectro EMAR (ESI-TOF") para 57.
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Figura S43. Espectro de RMN-'H para L1 (400 MHz, CDCls).
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Figura S44. Espectro de RMN-"3C para L1 (100 MHz, CDCI;).
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Figura S45. Espectro de RMN-'H para 59 (400 MHz, CDCl5).
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Figura S46. Espectro de RMN-!3C para 59 (100 MHz, CDCls).
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Figura S47. Espectro EM (ESI) para 59.
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Figura S48. Espectro de RMN-'H para 60 (400 MHz, CDCl5).
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Figura S49. Espectro de RMN-!3C para 60 (100 MHz, CDCls).
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Figura S50. Espectro EM (ESI) para 60.
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Figura S51. Espectro de RMN-'H para 63 (400 MHz, CDCl5).
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Figura S52. Espectro de RMN-!3C para 63 (100 MHz, CDCls).
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Figura S53. Espectro EM (ESI) para 63.
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Figura S54. Espectro de RMN-'H para 64 (400 MHz, CDCl5).
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Figura S55. Espectro de RMN-'3C para 64 (100 MHz, CDCl5).
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Figura S56. Espectro de RMN-'H para L2 (400 MHz, CDCl3).
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Figura S57. Espectro de RMN-'3C para L2 (100 MHz, CDCI;).
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Figura S58. Espectro EMAR (ESI-TOF") para L2.
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Figura S59. Evolucion del espectro de absorcion para cis-42b (izquierda) y trans-42b (derecha) en acetonitrilo bajo irradiacién a 4 =

365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S60. Evolucion del espectro de absorcion para cis-51a (izquierda) y trans-51a (derecha) en acetonitrilo bajo irradiacion

a A =365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S61. Evolucion del espectro de absorcion para cis-S1b en acetonitrilo bajo irradiaciéon a 4 =365 nm (izquierda) y 4 =490 nm
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Figura S62. Evolucion del espectro de absorcion para trans-51b en acetonitrilo bajo irradiacion a A = 365 nm (izquierda) y

A =490 nm (derecha) a temperatura ambiente.
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Figura S63. Evolucion del espectro de absorcion para 52a en acetonitrilo (izquierda) y agua (0.5% DMSO, derecha) bajo irradiacion a

A =365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S64. Evolucion del espectro de absorcion para 52b en acetonitrilo (izquierda) y agua (0.5% DMSO, derecha) bajo irradiacion a

A =365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S65. Evolucion del espectro de absorcion para 53a en acetonitrilo (izquierda) y agua (0.5% DMSO, derecha) bajo irradiaciéon a

A =365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S66. Evolucion del espectro de absorcion para 53b en acetonitrilo (izquierda) y agua (0.5% DMSO, derecha) bajo irradiacion a

A =365 nm a temperatura ambiente.
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Figura S67. Evolucion del espectro de absorcion para (a) cis-42b (b) 52b (c¢) cis-S1a y (d) trans-51a mostrando la formacion del
colorante azo tras la irradiacion a A = 365 nm en presencia del reactivo de Griess. Salvo 52b, medido en agua (0.5 % DMSO), todas las

mediciones se hicieron en acetonitrilo a temperatura ambiente.
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Figura S68. Energias relativas para los principales orbitales moleculares involucrados en las transiciones electronicas con transferencia
de carga (Ap) para cis-42a-b en acetonitrilo al nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*. Los niveles ocupados y desocupados corresponden

a los orbitales HOMO y LUMO, respectivamente.
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Figura S69. Energias relativas para los principales orbitales moleculares involucrados en las transiciones electronicas con transferencia
de carga (Ap) para cis-51a-b en acetonitrilo al nivel de teoria CAM-B3LYP/6-31G*. Los niveles ocupados y desocupados corresponden

a los orbitales HOMO y LUMO, respectivamente.
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Figura S70. Espectro de RMN-'H para BODIPY-0-Me-CB (CDCls, 400 MHz).
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Figura S71. Espectro de RMN-!3C para BODIPY-0-Me-CB (CDCl3, 100 MHz).
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Figura S72. Espectros (a) RMN-''B (128 MHz) y (b) RMN-'’F (CDCls, 376 MHz) para BODIPY-0-Me-CB en CDCl;.
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Figura S73. Espectro EMAR (ESI-TOF") para BODIPY-0-Me-CB.

292



Figura S74. Espectro de RMN-'H para BODIPY-0-Ph-CB (CDCl3, 400 MHz).
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Figura S75. Espectro de RMN-3C para BODIPY-0-Ph-CB (CDCl3, 100 MHz).
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Figura S76. Espectros (a) RMN-!''B (128 MHz) y (b) RMN-'°F (CDCl;3, 376 MHz) para BODIPY-0-Ph-CB en CDCl;.
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Figura S77. Espectro EMAR (ESI-TOF") para BODIPY-0-Ph-CB.
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Figura S78. Espectro de RMN-'H para BODIPY-m-Ph-CB (CDCls, 400 MHz).
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Figura S79. Espectro de RMN-!3C para BODIPY-m-Ph-CB (CDCls, 100 MHz).
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Figura S80. Espectros (a) RMN-!''B (128 MHz) y (b) RMN-'’F (CDCl3, 376 MHz) para BODIPY-m-Ph-CB en CDCl;.
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Figura S81. Espectro EMAR (ESI-TOF") para BODIPY-m-Ph-CB.
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Figura S82. Espectro de RMN-'H para BODIPY-Ref (CDCl3, 400 MHz).
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Figura S83. Espectro de RMN-'3C para BODIPY-Ref (CDCl3, 100 MHz).
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Figura S84. Espectros (a) RMN-''B (128 MHz) y (b) RMN-"’F (CDCl3, 376 MHz) para BODIPY-Ref en CDCls.
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Figura S85. Espectro EMAR (ESI-TOF") para BODIPY-Ref.
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Figura S86. Microscopias confocales en células HeLa después de 30 minutos de incubacién con BODIPY-m-Ph-CB (10 uM) vistas en
los canales (a) de campo claro y (b) verde (Aexc = 486 nm, Aem = 500 nm). (c) Localizacién comparativa usando el marcador comercial

CellMask™ selectivo para membrana celular visto en el canal verde (Aexc = 486 nm, Aem = 500 nm) después de la incubacién por 30

minutos.
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Tabla S1. Datos cristalograficos.

Férmula empirica

Temperatura (K)
Longitud de

onda (A)

Sistema cristalino
Grupo espacial
a(A)

b (A)

c(A)

a(°)

B

v (®)

Volumen (A%)

Z

Densidad calculada
(g/crn3)

Intervalo de
coleccion (°)
Reflecciones
colectadas
Reflecciones inicas
[ndices R finales

fndices R
(todos los datos)

38b

C12HoNOS

130(2)
0.71073

Monoclinico
C2/c
25.0002(19)
6.2272(3)
15.1670(12)
90
118.728(10)
90
2070.6(3)
8
1.381

3.501 -29.467
7310

2496
R1=0.0462,
wR> =0.1092
R;=10.0638
wR> =0.1214

39

Ci2H1:IN>O

293(2)
0.71073

Monoclinico
P21/C
7.5629(3)
21.5694(7)
7.8166(3)
90
104.4770(10)
90
1234.61(8)
4
1.755

2.938 -27.497
12180

2816
R1=0.0238,
wR>=0.0583
R; =0.0289,
wR>=0.0612

cis-42b

C19H13C12N4ORU.S,
PFs, CH;CN
115(2)
0.71073

Monoclinico
P21/Il
16.243(5)
16.243(5)
21.148(8)
90
93.548(10)
90
2521.3(14)
4
1.853

2.93 -34.97
129329

11066
R1=0.0305,
wR>=0.0665
R =0.0413,
wR>=0.0715

307

trans-42b

C19H13C12N4ORuS,

PFs, CH3CN, 0.25H,0

113(2)
0.71073

Triclinico
P1
13.3561(5)
14.1266(5)
14.3152(5)
104.9716(16)
96.3207(16)
97.3251(17)
2558.96(16)
4
1.836

1.49 - 28.31
61829

12669
R1=0.0352,
wR2=0.0469
R1=0.0396,
wR> =0.0396

trans-51a

C46H47C12N4ORU.,
PFe, 0.5(CsH100)
100(2)
0.71073

Monoclinico
P21/Il
30.557(2)
23.5786(15)
12.8398(8)
90
92.388(2)
90
9243.0(10)
4
1.474

1.85-24.21
166265

14805
R, = 0.0564,
wR, = 0.1151
R, =0.1171,
wR; = 0.1428



Tabla S1 (continuada).

Férmula empirica

Temperatura (K)
Longitud de

onda (A)

Sistema cristalino
Grupo espacial

a(A)

b (A)

c(A)

a(°)

B

v (®)

Volumen (A%)

Z

Densidad calculada
(g/cm3)

Intervalo de coleccion
)

Reflecciones colectadas
Reflecciones unicas
fndices R finales

indices R
(todos los datos)

52a

C21H16C1N402Ru, PF6,
CH;CN
110(2)
0.71073

Monoclinico
C2/c
22.9917(8)
17.2990(6)
14.1597(5)
90
114.003(2)
90
5144.8(3)
8
1.753

3.78 -37.83

105871
13630
R;=0.0252,
wR2=0.0627
R;=0.0310
wR> = 0.0674

52b

C19H14C1N402RuS, PFG,
CH:;CN
110(2)
0.71073

Monoclinico
C2/c
22.9490(8)
16.5682(7)
14.2190(6)
90
112.0015(12)
90
5012.7(3)
8
1.815

1.56 - 30.53

77701
7610
R;=0.0214,
wR>=0.0361
R1=0.0271,
wR> = 0.2002

308

53a

C23H20C1N402Ru,
PFs
100(2)
0.71073

Triclinico
P1
11.012(2)
11.092(2)
11.139(2)
75.537(7)
79.228(7)
70.732(7)
1235.5(4)
2
1.790

1.90 - 29.57

47404
6911
R =0.0341,
wR>=0.0801
R1=0.0460,
wR> = 0.0863

53b

Cz 1H1 3C1N402RuS,
PFs
100(2)
0.71073

Triclinico
P1
7.6895(4)
10.6774(6)
15.5498(9)
80.941(2)
85.288(2)
69.984(2)
1184.07(12)
2
1.88

1.33 -28.40

68687
5944
R;=0.0315,
wR2=0.0429
R1=0.0369,
wR2 = 0.0490

m-Ph-CB

CisHa1Biol

130(2)
0.71073

Ortorrombico
P2,2,2,
7.7896(3)
11.6611(5)
20.9589(9)
90
90
90
1903.81(14)
4
1.522

3.89-29.94

7955
4458
R =0.0246,
wR> =0.0574
R1=0.0273,
wR> = 0.0588



Tabla S1 (continuada).

Férmula empirica

Temperatura (K)
Longitud de
onda (A)
Sistema cristalino
Grupo espacial
a(A)

b (A)

c(A)

a(®)

B

v (%)

Volumen (A%)

zZ

Densidad calculada (g/cm3)
Intervalo de coleccion (°)

Reflecciones colectadas
Reflecciones unicas
Indices R finales

fndices R
(todos los datos)

BODIPY-0-Me-CB

C27H29B11FoN,

299(2)
0.71073

Monoclinico
P21/Il
14.8970(7)
15.5300(7)
26.5342(11)
90
103.5900(10)
90
5966.8(5)
8
1.199

2.20-26.45
190178
11516

R =0.0591,

wR>=0.1273

R, =0.1370

wR>=0.1613

BODIPY-0-Ph-CB

Cs2H31B11FaNo,
0.5(CsHua)
293(2)
0.71073

Triclinico
P1
8.2770(4)
11.8101(8)
18.2600(10)
86.936(5)
80.300(4)
79.934(5)
1731.82(18)
2
1.218

3.51-30.00
17155
6305

R; =0.0534,

wR>=0.1339

R; =0.0685,

wR> =0.1467

309

BODIPY-m-Ph-CB

Cs2H31B11FaNo,
0.5(CsHu)
297(2)
0.71073

Triclinico
P1
10.6616(7)
12.0496(8)
13.4696(8)
89.052(2)
89.018(2)
88.341(2)
1729.21(19)
2
1.236

2.25-23.27
32185
4577
R;=0.0679,
wR2>=0.1686
R; =0.0943,
wR> =0.1891

BODIPY-Ref

CxuHi17BF2N,

294(2)
0.71073

Triclinico
P1
7.6541(5)
7.8995(5)
16.6764(11)
100.375(2)
97.336(2)
103.098(2)
950.97(11)
2
1.335

2.52-30.13
78656
5606
R;=0.0551,
wR>=0.1298
R;=0.1284,
wR>=0.1606
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Round 1! Fluorophores bearing carborane clusters often display remarkably different cell
incomes, with recurrent higher permeabilities for meta-carboranes compared to ortho-
isomers. Here, we study a set of BODIPY-carborane dyads to provide an explanation for
these differences, which originate from important variations in their partition coefficients and

static dipole moments.
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ABSTRACT

A set of BODIPY-carboranyl dyads synthesized by a Sonogashira cross-coupling reaction,
where different C-substituted ortho- and meta-carboranyl fragments have been linked to a
BODIPY fluorophore is described. Chemical, photophysical and physicochemical analyses
are presented, including NMR and SXRD experiments, optical absorption/emission studies
and log P measurements. These studies, supported by DFT computations (M06-2X/6-31G**)
provide an explanation to the largely divergent cell income that these fluorescent carboranyl-
based fluorophores display, for which a structural or physicochemical explanation remains
elusive. By studying the cell uptake efficiency and subcellular localization for our set of
dyads on living HeLa cells, we tracked the origins of these differences to significant
variations in their static dipole moments and partition coefficients, which tune their ability to
interact with lipophilic microenvironments in cells. Remarkably, m-carboranyl-BODIPY
derivatives with a higher lipophilicity are much better internalised by cells than their
homologous with o-carborane, suggesting that m-isomers are potentially better theranostic

agents for in vitro bioimaging and boron carriers for BNCT.
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1. INTRODUCTION

Dicarba-c/oso-dodecaboranes (icosahedral 12-vertex species usually named carboranes,
C2B1oH12) are chemically intriguing boron clusters bearing two endocyclic carbon atoms.!!!
They possess remarkable chemical, thermal and photochemical stabilities,!*! and spherical
aromaticity through o-delocalized electron densities, owed to the ubiquitous occurrence of
multicentered bonds within their skeletons.l*) Consequently, these boranes display some
electronic properties and sizes similar to those of a rotating benzene ring'¥ and, accordingly,
isomers 1,2- 1,7- and 1,12-closo-C2B1oH12 are typically named ortho-, meta- and para-
carboranes, respectively. In this sense, it has been demonstrated that the different electronic
properties of carborane isomers can notably change the photophysical behaviour of
fluorophores linked through a carbon cluster atom (C.).[*3! Their unique characteristics have
given carborane derivatives increasing research interest during the last decade in diverse
fields, including catalysis,'® optoelectronics!”! nonlinear optics,'® and materials science,”’
particularly in the preparation of highly thermally stable polymers.* Moreover, carboranes
show low toxicity and high stability in biological systems,!'”) and their hydrophobic nature
has proved to enhance the diffusion across the cellular membranes of carborane-bearing
drugs.'") Owing to these features, one of the largest field of study covers the potential of
carborane-based molecules in biomedical applications, in especial as candidates to be used
as agents for boron neutron capture therapy (BNCT).[** 12 This anti-cancer therapy relies on
the controlled cell death due to ionizing radiation released from '°B nuclei after irradiation

with thermal neutrons.!']

Currently, one of the most outstanding areas of development is the design of new

fluorophores as efficient in vitro imaging probes to be applied in optical imaging. The

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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integration of one imaging agent with a target drug in a single system leads to the
development of a theranostic agent, allowing simultaneously diagnosis and treatment of a
specific disease. Nevertheless, relevant structure-related properties such as subcellular
biodistribution and dynamic of fluorescent-derived carboranes are still an unmet need. To
move towards this goal, several chemical architectures containing carborane fragments have

(4 however their molecular structures cannot be easily related

been synthetized by our group,
to their subcellular distribution and function, even though some correlation of general
physicochemical observables has been reported to be helpful on achieving specific biological

properties for a great variety of compounds.!® 10 15]

Among the wide family of fluorophores addressed to bioimaging and chemosensing,
BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) dyes have found an increased interest
due to their unique spectroscopic properties,!'¢! synthetic versatility,!'” low toxicity and good

stability under physiological conditions.!'¥! Furthermore, synthesis of BODIPYs bearing

[19 [20

carborane!'”! and metallacarborane clusters!?’! have been reported and their photophysical
properties assessed. Although some of the studied BODIPY -carboranyl dyads have displayed
exceptional cellular uptake toward HeLa cells, making these clusters good candidates for in
vitro cell tracking, it is often encountered that small changes in the molecular structure deeply
modify their cellular internalization ability.[*" €]

There exists a consistent evidence suggesting that cell permeability towards carborane-
based compounds is directly influenced by the lipophilic character of the compounds,?!!
which depends on the partition coefficient that in turn is modulated by the dipole moment

and the van der Waals volume of the molecule.””?! According to this, we decided to

investigate a new set of BODIPY-carboranyl dyads specifically intended to correlate these

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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structural parameters, not only with their cellular uptake efficiency but also with their
subcellular distribution features.

The target compounds are shown in Chart 1. BODIPY-0-Me-CB and BODIPY-0-Ph-CB
have disubstituted ortho-carborane cages, where the difference substituents linked to the
adjacent C. (methyl and phenyl) is expected to yield a significant change in the van der Waals
volume, while the dipole moment should be similar. Conversely, when comparing BODIPY-
0-Ph-CB with BODIPY-m-Ph-CB, the van der Waals volume is expected to be relatively
unaltered, whereas there should be a significant change in the static dipole moments between
both isomers, in agreement with previous reports on the chemistry of carboranes.!'® Thus,
these comparisons would allow us to stablish separately the influence of these structural
features on the cellular uptake efficiency. Finally, BODIPY-Ref, having no carborane
fragment, was included as a reference compound to evaluate how the insertion of different
C-substituted o- and m-carboranyl units into the BODIPY fluorophore influence the cellular

uptake and biodistribution.

R = CH3, BODIPY-0-Me-CB

BODIPY-m-Ph-CB
R = CgHs, BODIPY-0-Ph-CB o=
Q =

BODIPY-Ref

Chart 1. BODIPY derivatives under investigation.
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2. RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and Characterization

The synthesis of the target compounds (Scheme 1) was carried out employing a Sonogashira
cross-coupling reaction as the key synthetic step from BODIPY 1, which was coupled to 4-
iodotoluene and the carboranyl derivatives 0-Me-CB, 0-Ph-CB and m-Ph-CB (further
synthetic details are gathered in the SI),") to produce the fluorophores in moderate to good
yields. The identity of these compounds was stablished using multinuclear 'H, 3C{'H}, !'B
and "F-NMR and HRMS and SXRD experiments (Details are gathered in the Supporting
Information).

The unambiguous assignment of the 'H and '*C {'H} signals for the target compounds was
carried out with the help of homonuclear 'H-'H (COSY, NOESY) and heteronuclear 'H-1*C
(HSQC/HMBC) 2D-NMR experiments. Signals from the B-H protons of the clusters
appeared as broad multiplets, from § = 1.74 to 2.96 ppm, due to the ubiquitous 'H-''B and
'H-!9B scalar couplings. Aliphatic protons from the methylene (H-16) in the carboranyl
fluorophores appeared in the 6 = 3.12 - 3.49 ppm interval; resonating at higher frequencies
when compared to the protons of the methyl group in BODIPY-Ref (H-16) with 6 = 2.39
ppm. This observation is in good agreement with the broadly recognized inductive electron-
withdrawing nature of boranes,?*! here providing a rationale to the iterative deshielding of
these nuclei. Although this influence further echoes strongly on the resonance of C-16, with
0 =21.55 ppm for BODIPY-Ref and 6 = 40.78 - 43.01 ppm for the carboranyl derivatives,
the chemical shifts for the aromatic nuclei of the 4 fluorophores were seemingly unaffected,
suggesting a localized withdrawing effect and a rather low electronic coupling between the

carboranyl and BODIPY cores. This result matches well with the optical spectra and the DFT
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computations for these compounds (vide infra), which confirmed the lack of electronic
communication between the two sub-molecular fragments. !'B NMR spectra also confirmed
the formation of the expected compounds showing for all of them similar patterns, with one
resonance at -0.60 ppm assigned to the BF> group and broad resonances in the range from &

-6 to -15 ppm characteristic from closo-carborane clusters.

BODIPY-o0-Me-CB
(56 %)

BODIPY-0-Ph-CB
(81 %)

BODIPY 1 m-Ph-CB

BODIPY-m-Ph-CB
(61 %)

2 BODIPY-Ref
(61 %)

Scheme 1. Synthesis and numbering for the target BODIPY derivatives. Reagents and
general conditions: (i) PA(PPh3)2Cl,, Cul, THF, EtsN, reflux.

8
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X-Ray Diffraction Studies

Crystals of m-Ph-CB and all of the target BODIPY derivatives suitable for single-crystal X-
ray diffraction analysis were grown by room temperature evaporation of their saturated
solutions in acetone/n-hexane mixtures. Excepting BODIPY-Ref, which crystallized with a
single fluorophore molecule per asymmetric unit (Z’ = 1), all the other BODIPY derivatives
crystallized with Z”= 2. In the BODIPY-0-Me-CB, the asymmetric unit is composed by two
fluorophore molecules crystallographically independent yet geometrically close. BODIPY-
0-Ph-CB and BODIPY-m-Ph-CB crystallized with one molecule of the fluorophore and half
of a disordered n-hexane coming from the crystallization process. Figures 1-2 show the
molecular structures for these compounds including relevant distances and angles (further
crystallographic details are gathered in Table 1). No significant differences in bond lengths
and angles were found for m-Ph-CB when compared to the previously reported crystal
structure of its ortho- isomer, 0-Ph-CB.! The introduction of the BODIPY fluorophore did
not alter significantly the bond lengths related to the dicarbaborane cluster as compared with
m-Ph-CB. Indeed, bond lengths among the annular C. atoms (C8-C9 for m-Ph-CB,
otherwise C25-C26) and the C atoms directly attached to them remained unchanged, even
though the BODIPY core is a strong withdrawing group owed to the delocalized positive
charge within its tricyclic framework. This observation is in good agreement with the lack of
electronic coupling between the carboranyl and BODIPY sub-molecular fragments as
evidenced by the NMR and DFT studies (vide infra). Furthermore, the delocalization within
the BODIPY core is further evidenced by the almost equal N1-B1/N2-B1 distances and N1-

B1-F1/N2-B1-F2 angles, depicting similar bond strengths among these atoms.
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Table 1. Crystal Structure and Refinement Data
BODIPY-0-Me-CB

empirical formula

temperature (K)

crystal system
space group
a(A)

b (A)

c(A)

o (deg)

P (deg)

v (deg)
volume (A)?

VA

density
(g-cm”)
Crystal

size (mm)

0 range (deg)

reflns collected/unique

final R indices

[1>20(1)]

R indices
(all data)

m-Ph-CB
CisH21B1ol

130(2)
Orthorhombic
P21212,
7.7896(3)
11.6611(5)
20.9589(9)
90

90

90
1903.81(14)
4

1.522

0.41x0.36x0.32

3.89-29.94
7955/4458

R; =0.0246
wR2 = 0.0574
R;=0.0273

wR2=10.0588

C27H29B11F2N»

299(2)
Monoclinic

P21/n

14.8970(7)
15.5300(7)
26.5342(11)
90
103.5900(10)
90

5966.8(5)

8

1.199

0.40x0.32x0.19

2.20-26.45
190178/11516
R;=0.0591
wR2=0.1273
R;=0.1370

wR2=0.1613
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BODIPY-0-Ph-CB BODIPY-m-Ph-CB BODIPY-Ref

Cs2H31B11F2Ny,

0.5(CsH14)
293(2)
Triclinic
P-1
8.2770(4)
11.8101(8)
18.2600(10)
86.936(5)
80.300(4)
79.934(5)
1731.82(18)
2

1.218

0.45x0.26x0.12

3.51-30.00
17155/6305
R; =0.0534
wR2=0.1339
R1 =0.0685

wR2 = 0.1467

C32H31B11F2No,

0.5(CsH14)
297(2)
Triclinic
P-1
10.6616(7)
12.0496(8)
13.4696(8)
89.052(2)
89.018(2)
88.341(2)
1729.21(19)
2

1.236

0.25x0.25x0.12

2.25-23.27
32185/4577
R; =0.0679
wR2=0.1686
R; =0.0943

wR2 =0.1891
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CasH17BF2N»

294(2)
Triclinic
P-1
7.6541(5)
7.8995(5)
16.6764(11)
100.375(2)
97.336(2)
103.098(2)
950.97(11)
2

1.335

0.52x0.39x0.26

2.52-30.13
78656/5606
R;=0.0551
wR> =0.1298
R;1=0.1284

wR2 =0.1606
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Figure 1. Solid-state structure for m-Ph-CB. Thermal ellipsoids are drawn at 50 %
probability for every atom other than hydrogen. Selected bond lengths [A]: C7-C8 1.530(5),
C8-B1 1.710(5), C9-B1 1.708(5), C9-C10 1.511(4), I1-C1 2.086(3).

Figure 2. Solid-state structure for the target BODIPY derivatives with the thermal ellipsoids
drawn at 50 % probability for every atom other than hydrogen. Selected bond lengths [A]
and angles [°] for BODIPY-0-Me-CB: B1-F1 1.375(3), B1-F2 1.382(3), BI-N1 1.532(4),
BI1-N2 1.537(4), C24-C25 1.532(3), C25-C26 1.674(3), C26-C27 1.517(4); F1-BI1-F2
108.6(2), N1-BI-N2 106.4(2). For BODIPY-0-Ph-CB: BI-FI 1.3888(17), BI1-F2
1.3779(18), B1-N1 1.5489(19), BI-N2 1.545(2), C24-C25 1.5299(18), C25-C26 1.7158(17),
C26-C27 1.5011(18); F1-B1-F2 109.91(11), N1-B1-N2 105.62(10). For BODIPY-m-Ph-
CB: BI-F1 1.386(3), B1-N1 1.527(4), B1-N2 1.536(4), B1-F2 1.372(3), C24-C25 1.530(3),
C26-C27 1.508(3); F1-B1-F2 108.5(2), N1-B1-N2 106.7(2). For BODIPY-Ref: B1-F1
1.380(2), BI-F2 1.385(2), BI-N1 1.531(3), B1-N2 1.542(3); F1-B1-F2 108.29(15), N1-B1-
N2 106.18(14). For clarity, only one of the crystallographically independent molecules is
presented for BODIPY-0-Me-CB.
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At this point, two crystal structures deserve further attention. As mentioned earlier, both
BODIPY-0-Ph-CB and BODIPY-m-Ph-CB differing only on the position of the annular C.
atoms within the dicarbaborane cluster, crystallized with disordered n-hexane molecules in a
BODIPY/n-hexane 2/1 ratio. Nonetheless, their self-assemblies are considerably divergent,
as markedly different crystallographic environments for the n-hexane molecules can be
observed. As depicted in Figure 3, for BODIPY-0-Ph-CB the solvent molecules are confined
within supramolecular pores formed by the antiparallel head-to-tail arrangement of pairs of
fluorophores, spreading through the crystallographic a axis. Contrastingly, for BODIPY-m-
Ph-CB, the n-hexane molecules are very closely surrounded by fluorophore molecules.
Importantly, in the ortho-isomer no close contacts are observed for the solvent molecules,
whereas in the meta- one, 12 solvent-fluorophore short contacts (less than the sum of van der
Waals radii) were found. This suggests that in the first case the n-hexane molecules move
freely throughout the supramolecular channels, whilst in the latter one the solvent molecules

are densely trapped within the crystal lattice, resulting in these supramolecular interactions.

12

This article is protected by copyright. All rights reserved.



Chemistry - A European Journal 10.1002/chem.202002600

Figure 3. Crystallographic projections for (a) BODIPY-0-Ph-CB and (b) BODIPY-m-Ph-
CB along the crystallographic a and b axes, respectively. Disordered n-hexane molecules are
shown in blue.

In order to provide theoretical insights to support these observations, the difference in the
solvation of the different species may tentatively be related to the DFT computation of the

AG® (Gibbs free energies), that is associated to the following reaction:

BODIPY + hexane — BODIPY : hexane (1)

It is important to point out that this approach is based on a single hexane-BODIPY
interaction (one explicit hexane along with a polarizable continuum model simulation for
hexane). Therefore, it cannot be fully relevant to establish the complete behavior of the
different isomers in the presence of solvent. Therefore, it must be used with care. The

optimized geometries for both BODIPY-0-Ph-CB — hexane and BODIPY-m-Ph-CB —

13
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hexane interacting species are shown in Figure 4. Both starting models were built assuming
that the molecules of solvent closest to the BODIPY -carboranyl dyads, in the solid state
(present X-ray data), can account for most of the solvation interaction. Under such
assumption AG® is equal to +6.74 kcal mol™! and +2.42 kcal mol™!, for BODIPY-0-Ph-CB
and BODIPY-m-Ph-CB, respectively. Therefore, the affinity for hexane appears clearly

reduced in the case of the ortho isomer, in agreement with the X-ray structures.

An additional computational insight on the relative polarity of BODIPY-0-Ph-CB and
BODIPY-m-Ph-CB, and hence their affinity to hexane is available by DFT. The computed
dipole moments are equal to 8.22 D and 4.86 D for BODIPY-0-Ph-CB and BODIPY-m-
Ph-CB, respectively. These values confirm that the solvation in non-polar medium (hexane)

is less favorable for the more polar BODIPY-0-Ph-CB species.

As discussed in detail later, these solid-state observations correlate well with the higher
partition coefficients (log P) values observed for BODIPY-m-Ph-CB compared to
BODIPY-0-Ph-CB. Although formally, a direct comparison is not possible as the SXRD
experiments and log P measurements are performed in different phases, it is not surprising
to find out that the more lipophilic isomer BODIPY-m-Ph-CB interacts with non-polar »-
hexane molecules, while for BODIPY-0-Ph-CB the n-hexane molecules remain isolated

from the clusters.

14
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Figure 4. Computed geometries for BODIPY-0-Ph-CB (left) and BODIPY-m-Ph-CB
(right) with one molecule of hexane.

Photophysical Properties and TD-DFT Computations

The photophysical properties of the target compounds were analysed by means of UV-Vis
and fluorescence spectroscopies. Figure 5 shows the absorption and emission spectra for
these fluorophores and Table 2 contains a summary of their experimental and computed
photophysical properties. From Figure 5 it might be observed that the shape and energies
associated to the electronic transitions remain practically unaltered regardless the substituent
at the C. (Me or Ph) or the cluster isomer, when compared with the BODIPY-Ref. Only
some differences in the extinction coefficients and fluorescence intensities were appreciated
(Table 2). Both computation and experimental data match well with the observation of three
local absorption maxima located around 500 nm, 380 nm, and 280 nm, which are readily

attributed to transitions 1 — 2, 1 — 3, and 1 — 7, respectively. These closely related
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transitions involve the dominant contribution of HOMO — LUMO, HOMO-1 — LUMO,
and HOMO-1 — LUMO-+1 orbitals for transitions 1 — 2, 1 — 3, and 1 — 7, respectively.
These sets of orbitals are shown in Figure 6, with their related energies. Regarding the
electronic spectra, the contribution of the carboranyl cluster fragments appears negligible in
all of them, leading to the expectations that the four BODIPY derivatives exhibit similar UV-
Vis spectra. The wavelength of the emission maxima for all the compounds is centred at Aem
=519 nm (Figure 5) (Aexe= 450 nm), regardless of the type of carboranyl group introduced,
suggesting that there is not an important electronic communication between the BODIPY
and the carborane cage. Moreover, the fluorescence quantum yields (®r) of o-carboranyl-
BODIPY dyads are two-fold the @r of the non-substituted BODIPY-Ref, whereas a similar
value is obtained for the m-carborane derivative, indicating that linking the cluster to the
BODIPY produces an enhancement of the fluorescence efficiency of the fluorophores (Table
2). Due to the solution-state photophysical behaviour described above, these compounds

were explored as fluorophores for in vitro imaging by confocal microscopy.

Figure 5. Normalized absorption (solid lines) and emission (dashed lines) spectra in ethanol

for the target BODIPY derivatives.
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Table 2. Experimental and computed UV-Vis data and relative fluorescence quantum yields (®r

for the target BODIPY derivatives. Both computed and experimental values were
measured/computed in ethanol.
UV-Vis TD-DFT Aem
O¢?
Amax (nm) [e (M cm™)] Amax (nm) [ f] (nm)
BODIPY- 280 381 501 275 374 425
519 | 0.0068
Ref [94309] | [35036] | [137908] | [0.770] | [0.792] | [0.510]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0108
0-Me-CB [127502] | [59536] | [178213] | [0.870] | [0.886] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0120
0-Ph-CB [53213] | [79293] | [69151] | [0.829] | [0.884] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 368 426
521 | 0.0060
m-Ph-CB [114067] | [71390] | [163988] | [0.839] | [0.876] | [0.502]

2 Obtained by irradiation at A = 450 nm, using Rhodamine B as standard with ®; = 0.5 in ethanol.!*¥

Cellular Uptake and Intracellular Localization

The fluorescence properties of all the dyads allow us to assess their subcellular distribution
in live HeLa cells cultures, at different concentrations, by confocal microscopy at the green
(Aexc = 486 nm, Aem = 500 nm) and red (Aexc = 535 nm, Aem = 610 nm) channel setups (Fig. 7,
S17 and S18); this is because in confocal microscopy-spectrally resolved studies, the
fluorescence spectral bands of many fluorescence localizers can be strongly widespread in
vitro conditions. In fact, we observed fluorescence signal at higher wavelengths (up to 550
nm), which spatially correlate with the stronger green channel. As shown in Figure 7a-b,
BODIPY-Ref and BODIPY-m-Ph-CB showed the best permeability and localization
characteristics in this cell line. On the contrary, the ortho-derivatives BODIPY-0-Me-CB
and BODIPY-0-Ph-CB poorly translocate the cell membrane probably because their less
lipophilic character strongly favoured aggregation in the cell surface. Nonetheless, by using

a low-dose stimulation with the ortho-derivatives, a better intake was observed (Figure 7c-
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d). While BODIPY-0-Me-CB exhibited a cytosolic distribution with still subtle particle
agglomeration (having no membrane affinity), BODIPY-0-Ph-CB shows a perinuclear
membrane localization, although non-specific. Importantly, the meta-derivative BODIPY-
m-Ph-CB showed excellent fluorescence distribution features, where the plasma membrane
was mostly localized in a wide range of fluorophore concentrations, from 10 to 40 puM,
having almost no variation in such subcellular distribution. Bright-field images as well as
comparison with commercial plasma membrane localizer using CellMask® is shown in the
Supporting Information (Fig. S19). It is worth mentioning that BODIPY-Ref also exhibited
interesting membrane permeability with a non-specific localization in the perinuclear zone.
Further, this fluorophore was able to specifically localize apoptotic vesicles and cellular blebs
during cell oxidative stress.!*! The low-dose stimulus with H>O» was used in order for the
blebs to be well-contrasted under the green channel illumination, allowing a bright in-plane

bleb visualization with clean green-emission on these membranes.

18

This article is protected by copyright. All rights reserved.



Chemistry - A European Journal 10.1002/chem.202002600
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BODIPY-Ref BODIPY-m-Ph-CB BODIPY-0-Ph-CB BODIPY-0-Me-CB

Figure 6. Dominant frontier orbitals involved in the three intense 1 — 2, 1 — 3, and 1 — 7 electronic transitions for BODIPY-Ref,

BODIPY-m-Ph-CB, BODIPY-0-Ph-CB and BODIPY-0-Me-CB.
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Figure 7. Confocal images of 10 uM fluorophores in live HeLa cells after 30 min incubation.
Panels from left to right show the confocal green channel (Aexe = 486 nm, Aem = 500 nm), red

channel (Aexe = 535 nm, Aem = 610 nm) and merged channels, respectively.
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At this point, we were motivated to investigate the origin of the divergent cell uptake
efficiency and subcellular localization of these molecules, with the most striking differences
arising from BODIPY-0-Ph-CB and BODIPY-m-Ph-CB. The molecular structure of these
two compounds differ exclusively on the position of the endocyclic C. atoms, however they
displayed completely different self-assemblies and fluorophore-cells interactions. Having in
mind that the theoretical computations discussed earlier (vide supra) suggested a higher
affinity of BODIPY-m-Ph-CB for non-polar molecules as n-hexane than its homologous
ortho-isomer, we wondered if a difference in lipophilicity would provide an explanation for
the divergent confocal microscopy results. Thus, as the lipophilic partition of some organic
fluorophores is determined by their partition coefficients (log P),!*8! we measured log P for
these fluorophores (Table 3, Figure S20). Those molecules showing the best cell
internalization also possessed the higher log P values, which correlate with a higher
lipophilicity of BODIPY-Ref, BODIPY-m-Ph-CB and consequently a better interaction
with the cell membranes. To gain further insight on these observations, we determined the
van der Waals volume of these molecules and computed by DFT their static molecular
dipoles. These two parameters could help us to rationalize the differences in log P and
consequently in the internalization of the fluorophores into the cells. Both the molecular
volume and the polarity of a molecule have long been recognized as critical factors
determining its permeability.!*”] Although a correlation between log P and the size/volume
of the molecules is absent, a negative proportional relationship of log P and the dipole
moment appears to be present, correlating low polarities with higher log P values. Although
this correlation provides a satisfactory explanation for the marked differences observed in
the cell intake of fluorophores, further studies would be needed to correlate a larger interval

of log P values and dipolar moments with the cell income of carboranyl derivatives. In this
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manner, the straightforward DFT computation of static dipole moments could eventually
guide the design of fluorescent carboranyl derivatives with potential theragnostic

applications.

Table 3. Partition coefficients (log P), dipolar moments (i) and van der Waals volumes (Vvdw).

logP* u (D) Vvdw (A%*molecule)®
BODIPY-Ref 0.324 8.29 950.97
BODIPY-0-Me-CB -0.166 10.07 1491.71
BODIPY-0-Ph-CB -0.211 8.22 1595.85
BODIPY-m-Ph-CB 0.677 4.86 1589.56

log P values were calculated using a octanol:water partitioning protocol.l?®! ®* Computed at the M06-
2X/6-31G(d,p) level of theory. ¢ Computed from the crystal structures using CSD-Materials.*!

As a final remark, we would like to stress the significance of these results, as they provide
an explanation for the specific and recurrent observation that diverse fluorophores bearing
meta-carboranyl derivatives show better cell incomes than those of their ortho-
counterparts.!'¢! Furthermore, the high lipophilicity of meta-isomers correlates well with
their subcellular distributions, as these species generally localize in lipophilic membranous
organelles. The understanding of the reasons behind this specific behaviour paves the way

for designing new and better fluorescent carboranes for in vitro cell imaging.

3. CONCLUSIONS

The cell uptake efficiency and subcellular localization of a set of boron-dipyrromethene
difluoride (BODIPY) dyes decorated with Cc-substituted carboranyl derivatives were

investigated by confocal microscopy on living HeLa cells. They exhibited markedly
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divergent behaviours depending on the cluster isomer linked to the BODIPY core, whereas
not great alterations with the substituents at C. was observed. A rationale for these differences
was provided from a detailed structural and physicochemical characterization of these
clusters, supported by a combination of experimental measurements and theoretical DFT
computations. Altogether, our results show that the differences in cell income and subcellular
distribution of the fluorophores originate from an important variation in their static dipole
moments and partition coefficients, which modulates the ability of these molecules to interact
with the lipophilic microenvironments in cells. It can be highlighted that these properties are
indeed related to the type of cluster isomer linked to the BODIPY, being the m-carborane
derivatives better internalized than their ortho- analogues. This evidence provides a
molecular design strategy for improving the prospective applications of BODIPY -carboranyl

dyads as potential fluorescence imaging agents and boron carriers for BNCT.

4. EXPERIMENTAL

General Experimental Considerations

Materials. All starting materials were purchased from Sigma-Aldrich and used without
further purification. Solvents were purified by distillation over appropriate drying agents.
Starting materials, BODIPY 1, 0-Me-CB, 0-Ph-CB and m-Ph-CB were obtained following

modified literature procedures;* 3°! spectroscopic data is in good agreement.

Instrumentation. NMR spectra were recorded on Jeol ECA 500, Varian MR-400 and Bruker
ARX 300 spectrometers using deuterated solvents; chemical shifts for 'H and '°C NMR data

are relative to the residual nondeuterated solvent signal, fixed at 8 = 7.26 ppm for 'H-NMR
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and & = 77.00 ppm for 3C-NMR. Infrared spectra were registered on a FT-IR Varian ATR

spectrometer. HRMS data was acquired using an Agilent G1969A MS TOF spectrometer.

Synthesis of the Target BODIPY Derivatives.

General Sonogashira Cross-Coupling procedure. To a round-bottom flask filled with
BODIPY 1 (1 mmol), Pd(PPh3),Cl> (0.05 mmol), Cul (0.1 mmol) and a carboranyl benzyl
iodide (0-Me-CB, 0-Ph-CB, m-Ph-CB) or 4-iodotoluene (1 mmol) as coupling partner, were
added THF (30 mL) and triethylamine (30 mL). The mixture was magnetically stirred
overnight at room temperature, heated to reflux for 2 hours and evaporated under reduced
pressure, the resulting residue was dissolved in methylene chloride (100 mL), washed with
saturated ammonium chloride (3x40 mL), dried over anhydrous sodium sulfate and purified
through a chromatographic column packed with silica gel and eluted with hexane/acetone

mixtures.

BODIPY-0-Me-CB. Red solid. Yield: 56 %. "H-NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.96 (s, 2H, H-
1), 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-8), 7.61 — 7.48 (m, 4H, H-7, H-13), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
H-14), 6.95 (d, J = 4.1 Hz, 2H, H-3), 6.57 (d, J = 2.9 Hz, 2H, H-2), 3.49 (s, 2H, H-16), 2.18
(s, 3H, H-19), 2.64 - 1.89 (m, 10H, B-H). B3C-NMR (CDCls, 100 MHz) § 146.34 (C-5),
144.35 (C-1), 135.59 (C-15), 134.69 (C-4), 133.60 (C-9), 131.91 (C-13), 131.59 (C-8),
131.39 (C-3), 130.57 (C-7), 130.47 (C-14), 125.90 (C-6), 122.56 (C-12), 118.74 (C-2), 91.48
(C-11), 89.15 (C-10), 77.20 (C-18), 74.79 (C-17), 41.04 (C-16), 23.71 (C-19). "B-NMR
(CDCls, 128 MHz) 6 -0.69 (t, J = 28.8 Hz, 1B, BF2), -5.61 (d, J = 270.5 Hz, 4B, BH), -9.13

—-12.58 (m, 6B, BH). ’F-NMR (CDCl3, 376 MHz) & -144.89 (q, J = 28.7 Hz). HRMS (ESI-
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TOF") m/z: [M™-F]" Observed: 521.3356. Anal. calcd. for C27H29B11N2F: 521.3338. Error:

3.45 ppm.

BODIPY-0-Ph-CB. Red solid. Yield: 81 %. "H-NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.96 (s, 2H, H-
1), 7.75 — 7.70 (m, 2H, H-20), 7.68 — 7.65 (m, 2H, H-8), 7.57 (dt, J = 8.2, 1.5 Hz, 2H, H-7),
7.55 - 7.52 (m, 1H, H-22), 7.50 — 7.47 (m, 2H, H-21), 7.44 (dt, J = 8.5, 2.0 Hz, 2H, H-13),
6.95 (d, J= 4.2 Hz, 2H, H-3), 6.85 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-14), 6.58 — 6.55 (m, 2H, H-2), 3.12
(s, 2H, H-16), 2.96 — 1.95 (m, 10H, BH). 3C-NMR (CDCls, 100 MHz) & 146.35 (C-5),
14434 (C-1), 135.84 (C-15), 134.71 (C-4), 133.56 (C-9), 131.67 (C-13), 131.56 (C-8),
131.48 (C-20), 131.37 (C-3), 130.95 (C-22), 130.70 (C-19), 130.55 (C-7), 130.19 (C-14),
129.11 (C-21), 125.95 (C-6), 122.30 (C-12), 118.70 (C-2), 91.59 (C-11), 89.01 (C-10), 83.70
(C-18), 81.45 (C-17), 40.78 (C-16). "B-NMR (CDCls, 128 MHz) & -0.69 (t, J = 28.8 Hz,
1B, BF2), -4.29 (br s, 2B, BH), -8.99 — -15.94 (m, 8B, BH).!F-NMR (CDCl, 376 MHz) & -
144.90 (q, J = 28.9 Hz). HRMS (ESI-TOF") m/z: [M"-F]" Observed: 583.3519. Anal. calcd.

for C32H31B11N2F: 583.3495. Error: 4.11 ppm.

BODIPY-m-Ph-CB. Orange solid. Yield: 61 %. TH-NMR (CDCl3, 400 MHz) & 7.96 (s, 2H,
H-1), 7.68 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H-8), 7.55 (dd, J=15.4, 8.3 Hz, 4H, H-7, H-13), 7.36 (dd, J =
8.2, 1.4 Hz, 2H, H-20), 7.29 — 7.23 (m, 3H, H-21, H-22), 7.16 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-14), 6.95
(d, J=4.1 Hz, 2H, H-3), 6.59 — 6.55 (m, 2H, H-2), 3.30 (s, 2H, H-16), 2.68 — 1.74 (m, 10H,
B-H). BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & 146.40 (C-5), 144.34 (C-1), 137.59 (C-15), 135.14 (C-
19), 134.73 (C-4), 133.53 (C-9), 131.85 (C-13), 131.56 (C-8), 131.38 (C-3), 130.56 (C-7),
130.06 (C-14), 128.64 (C-22), 128.31 (C-21), 127.76 (C-20), 126.05 (C-6), 122.01 (C-12),
118.72 (C-2), 91.79 (C-11), 88.86 (C-10), 77.20 (C-18), 75.63 (C-17), 43.01 (C-16). 'B-

NMR (CDCls, 128 MHz) 6 -0.69 (t, J = 28.8 Hz, 1B, BF»), -6.22 — -15.41 (m, 10B, BH).
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F-NMR (CDCls, 376 MHz) & -144.90 (q, J = 28.8 Hz). HRMS (ESI-TOF*) m/z: [M"-F]*

Observed: 583.3502. Anal. calcd. for C32H31B11NoF: 583.3495. Error: 1.19 ppm.

BODIPY-Ref. Red solid. Yield: 45 %. '"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.95 (br s, 2H, H-1),
7.67 (d,J = 8.1 Hz, 2H, H-7), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-8), 7.47 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-13),
7.20 (d, J= 8.0 Hz, 2H, H-14), 6.95 (d, J = 4.0 Hz, 2H, H-3), 6.58 — 6.55 (m, 2H, H-2), 2.39
(s, 3H, H-16). BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & 146.51 (C-5), 144.24 (C-1), 139.10 (C-15),
134.70 (C-4), 133.21 (C-9), 131.63 (C-13), 131.47 (C-8), 131.39 (C-3), 130.53 (C-7), 129.24
(C-14), 126.42 (C-6), 119.54 (C-12), 118.67 (C-2), 92.56 (C-11), 87.73 (C-10), 21.55 (C-
16). F-NMR (CDCls, 376 MHz) & -144.86 (q, J = 28.8 Hz). "B-NMR (CDCls, 128 MHz)
8-0.68 (t,J=28.8 Hz). HRMS (ESI-TOF") m/z: [M"+H]" Observed: 383.1544. Anal. calcd.

for Co4H1sBF2N2: 383.1531. Error: 3.39 ppm.

Single X-Ray Diffraction studies. The intensity data were collected on Oxford Diffraction
Gemini "A" (m-Ph-CB) and Bruker D8 Venture CMOS (BODIPY-Ref, BODIPY-0-Me-
CB, BODIPY-0-Ph-CB, BODIPY-m-Ph-CB) diffractometers equipped with CCD area
detectors (Amoka = 0.71073 A°, monochromator: graphite) at 130 K and room temperature,
respectively. The crystals were mounted on conventional MicroLoops.™ All heavier atoms
were found by Fourier map difference and refined anisotropically. All reflection data set were
corrected for Lorentz and polarization effects. The first structure solution was obtained using
the SHELXS-2018 program and the SHELXL-2018 was applied for refinement and output

data.’') All software manipulations were performed through the ShelXle program.*!

Mercury 3.7 and ORTEP-3 were used to prepare artwork representations.**!
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CCDC 1975442-1975446 contain the supplementary crystallographic data for this paper.
These data can be obtained free of charge via https://summary.ccdc.cam.ac.uk/structure-
summary-form (or from the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12, Union Road,

Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223 336033).

Steady State Spectroscopy. Absorption spectra were acquired in a 10 mm path-length
quartz-cell Cary-50 (Varian) spectrophotometer with dual beam, Czerny-Turner
monochromator, 190-1100 nm wavelength range, approximately 1.5 nm fixed spectral
bandwidth, full spectrum Xe pulse lamp, dual Si diode detectors, quartz overcoated optics,
scan rates up to 24000 nm/min, at room temperature (20 = 1 °C) under aerated conditions.
Fluorescence experiments were measured on a FluoroMax spectrofluorometer from
HORIBA Scientific with Vertically mounted, CW, 150 W Ozone-free xenon arc
lamp. Emission: R928P photon counting PMT (185-850 nm) and reference photodiode for
monitoring lamp output at room temperature (20 £ 1 °C) under aerated conditions. All the

photophysical measurements were performed on 1 mM solutions of the analytes in ethanol.

Optical Microscopy. The microscopy images were taken using an inverted Zeiss LSM
880 microscope maintaining 5% CO; and 37°C during the experiments. HeLa cells were
seeded in 8 well p—slides (iBidi, Germany) at a density of 20000 cells per well one day prior
to experiments in MEM alpha with 10% FBS. On treatment day, cells were washed once in
MEM alpha with no FBS, and incubated with compounds at different concentrations, from
10 to 40 uM, for 30 minutes. Cells were then washed twice in MEM alpha with no FBS and
imaged. No signs of apoptotic or morphologically altered cells were observed during these

experiments.
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Computational Methods. BODIPY-Ref, BODIPY-m-Ph-CB, BODIPY-0-Ph-CB and
BODIPY-0-Me-CB were fully optimized at the M06-2X/6-31G* level, using the Gaussian-
09 program package!**! within the framework of the Density Functional Theory (DFT). The
computation were performed assuming the presence of ethanol as the solvent, which was
modeled by the Polarizable Continuum Model (SCRF=PCM method).*>  For the
computations devoted to the interaction with hexane (Equation 1), no other solvent effect
was taken into account than the presence of one molecule of hexane in the vicinity of the
cluster. We selected the M06-2X hybrid functional following the previous report by
Jacquemin,®! who recommends M06-2X as the most reasonable DFT method for molecules
based on the BODIPY units. The optimized coordinates are provided in Supplementary

Materials. The UV-vis spectra were computed at the M06-2X/6-311+G** level 3%
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Chemical and photochemical behavior of
re e oo o a0 4 UItHENIUM Nitrosyl complexes with terpyridine
38 ~ ligands in aqueous mediaft

Pablo Labra-Vazquez, (2 #° Mathilde Bocé,? Marine Tassé,? Sonia Mallet-Ladeira,?
Pascal G. Lacroix, {2 *@ Norberto Farfan (2 *° and Isabelle Malfant {2 *2

The synthesis and behavior in water of a set of various cis(CLCl)-[R-tpyRuCl:(NO)I(PFg) and trans(Cl,
Cl)-[R-tpyRUCL:(NO)I(PFg) (R = fluorenyl, phenyl, thiophenyl; tpy = 2,2":6',2"-terpyridine) complexes
are presented. In any case, one chlorido ligand is substituted by a hydroxo ligand and the final species
arises as a single trans(NO,OH) isomer, whatever the nature of the starting cis/trans(CL,Cl) complexes.
Six X-ray crystal structures are presented for cis(Cl,Cl)-[thiophenyl-tpyRUClL:(NO)I(PFe) (cis-3a),
trans(CL,Cl)-[thiophenyl-tpyRuCl,(NO)I(PFg) (trans-3a), trans(NO,OH)-[phenyl-tpyRu(CL)(OH)(NO)]
(PFg) (4a), trans(NO,OH)-[thiophenyl-tpyRu(Cl)(OH)(NO)I(PFg) (4b), trans(NO,OEt)-[phenyl-tpyRu(Cl)
(OEt)(NO)I(PFg) (5a), and trans(NO,OH)-[phenyl-tpyRu(Cl)(OEt)(NO)I(PFs) (5b) compounds. The
different cis/trans(Cl,Cl) complexes exhibit an intense low-lying transition in the 4 = 330-390 nm
range, which appears to be slightly blue-shifted after Cl — OH substitution. In water, both cis/
trans(Cl,Cl) isomers are converted to a single trans(NO,OH) isomer in which one chlorido- is replaced
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by one hydroxo-ligand, which avoids tedious separation workout. The water stable trans(NO,OH)-
species all release NO with quantum yields of 0.010 to 0.075 under irradiation at 365 nm. The pro-
perties are discussed with computational analysis performed within the framework of Density
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Introduction

Ruthenium nitrosyl (Ru-NO) complexes are a class of intri-
guing photo-reactive species, with either metal nitrosyl to
metal isonitrosyl ([metal-NO] < [metal-ON]) switching pro-
perties’ or nitric oxide (NO°) releasing capabilities.® As for
their switching properties, a nearly 100% solid state isomeriza-
tion was observed in [RuCl(NO)py,](PFe),-1/2H,O (py = pyri-
dine)," with great potential applications in data storage, holo-
graphy and real-time optical technologies.”® As NO donors,
they have been attracting growing research activity in relation
to the recognition of the numerous biological functions of NO
(e.g. blood pressure regulation, stimulation of immune
response, neurotransmission and cytotoxic activity in tumor
cells).”'® Due to the increasing number of papers dedicated to

“Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS, 205 route de Narbonne, F-31077
Toulouse, France. E-mail: pascal.lacroix@lcc-toulouse.fr

PFacultad de Quimica, Departamento de Quimica Orgdnica, Universidad Nacional
Auténoma de México, Ciudad Universitaria, 04510 Ciudad de México, Mexico

1 Electronic supplementary information (ESI) available. CCDC 1968710-1968715.
For ESI and crystallographic data in CIF or other electronic format see DOI:
10.1039/C9DT04832D
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the NO' delivery in the current literature,"* and although our
initial interest in ruthenium-nitrosyl complexes was centered
on the concept of “molecular switch”, we were gradually
encouraged to consider these materials as NO" donors as well.
Indeed, intense research activity is dedicated to NO" donors
capable of releasing NO' locally and quantitatively."*"* Among
them, Ru-NO complexes appear to be especially promising in
relation to their usually low toxicity, good chemical stability
and capability to release NO® wunder irradiation,
exclusively,>'*"® taking advantage of the noninvasive character
and precise control of light.

Our first investigations of NO® release were undertaken on
different sets of cis(Cl,Cl)[R-tpyRuCl,(NO)](PF¢) and trans(Cl,
Cl)[R-tpyRuCl,(NO)](PFs) compounds in which R-tpy stands
for 4'R-2,2":6',2"-terpyridine (Scheme 1). In these species,
various R substituents were introduced, such as a fluorenyl
(c in Scheme 1),"® or a set of donor/acceptor-substituted
phenyls'” were used to modulate the “push-pull” charge
transfer character towards the highly withdrawing Ru-NO
unit, in an attempt to optimize the two-photon absorption
(TPA) response of the species. Indeed, the use of the TPA
technique has become a powerful tool in life sciences by
virtue of its low damage effects, high spatial selectivity and

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020


www.rsc.li/dalton
http://orcid.org/0000-0002-8843-9709
http://orcid.org/0000-0002-5676-6924
http://orcid.org/0000-0003-4262-4033
http://orcid.org/0000-0002-1185-2124
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1039/c9dt04832d&domain=pdf&date_stamp=2020-03-04
https://doi.org/10.1039/c9dt04832d
https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/DT
https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/DT?issueid=DT049010

Published on 14 February 2020. Downloaded by FAC DE QUIMICA on 3/9/2020 2:45:19 PM.

Dalton Transactions

Scheme 1 Ruthenium nitrosyl complexes under investigation.

deep penetration into biological tissues.'®'® Therefore, the
TPA response of these compounds is an important parameter
to determine. Due to a lack of fluorescence, the properties
were evaluated by the Z-scan technique,?® in which the stan-
dard conditions require the use of organic solvents, as organ-
ics provide a largely dominant class of optical molecular
materials. Indeed, recording TPA data in water by Z-scan is
not well documented and not fully relevant for our com-
plexes with TPA cross-sections in the 100-200 GM range,>"
due to their modest solubility and to the significant contri-
bution of the solvent to the TPA signal.>>">> Therefore, and
for homogeneity reasons, we have conducted the entire
physicochemical investigations in acetonitrile, which was
found to be a better solvent. However, at a more fundamental
level, development of optical materials as biological
materials requires the investigation of the chemical and
physical properties of the active species in aqueous media.
Along these lines, we have recently observed that low concen-
trations of “terpyridine Ru-NO” complexes (107 mol L")
could make bacteria (Staphylococcus epidermidis) 100 times
more sensitive to methicillin.?® In addition, we have
observed that the nature of the active complex in aqueous
solution was not [R-tpyRuCl,(NO)]" but [R-tpyRuCl(OH)
(NO)]', in which a chlorido ligand has surprisingly been
replaced by a hydroxo ligand.

In the present contribution, and following this first obser-
vation, we wish to report the complete chemical behavior of
[R-tpyRuCl,(NO)]" complexes in water and their photorelease
capabilities compared with those previously observed in
organic media. The selected complexes for this investigation
are shown in Scheme 1. The synthesis of the compounds is
reported first, with their characterization and crystal struc-
tures. A computational analysis is reported to provide theore-
tical support to the experimental data, within the framework
of density functional theory (DFT).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Results and discussion
Synthesis and characterization

The synthesis of the target complexes was carried out in 3
steps from the 4'-substituted terpyridyl ligands 1a-c
(Scheme 2), which were accessed through the Kréhnke pyri-
dine synthesis.>”*® The first step involved the introduction of
the Ru™ metal center by treatment of ethanolic solutions of
the ligands with RuCl;-xH,0O, yielding complexes 2a-c. This
reaction proceeded with moderate yields due to the concomi-
tant formation of the homoleptic species [Ru™(R-tpy),]*",
which was identified as an important by-product in this
reaction.

After purification, warm solutions of 2a-c in DMF were
bubbled with nitric oxide for 3-5 hours yielding ruthenium
nitrosyls 3a-c in high yields by ligand exchange of one chlor-
ido ligand for NO'. By these means we obtained crude
materials composed mainly of the cis(Cl,Cl)-[Ru"(1a-¢)Cl,(NO)]
(Cl) (cis-3a-¢) and trans(Cl,Cl)-[Ru"(1a-c)Cl,(NO)](Cl) (cis-3a-c)
isomers, as evidenced by "H-NMR analysis of these mixtures
(see ESI, Fig. S1-S37). Although our primary objective lies in
studying water-stable complexes 4a-c¢, we were able to isolate
analytical samples of previously unknown cis-3b and ¢rans-3b
as their PF salts after HPLC purification followed by meta-
thesis with NH,PFg.

Finally, the target trans(NO,OH){Ru"(1a-c)(NO)(OH)CI]
(PFs) complexes (4a-c) were obtained from crude samples of
3a-c, which led to these compounds after refluxing in water
overnight, with a notorious change in the reaction color from
orange to yellow. In several attempts, after concentrating the
reaction mixtures in vacuo, pure samples of these complexes
were obtained in high yields after treatment with NH,PFs.
Nonetheless, in some cases, especially for 4b, further chroma-
tographic workup was necessary.

Moreover, we found that the hydroxo ligand in the
trans(NO,0OH) complexes 4a—c could be readily replaced by an
ethanolate during a short thermal treatment with ethanol.
This solventolysis produced the trans(NO,OEt) complexes 5a-b
in excellent yields. By following the UV-vis photokinetics of
these complexes in water, we found that the ligand exchange
process is not reversible at room temperature, and thus we
were further interested in investigating if these complexes pos-
sessed NO’ releasing capabilities when irradiated in water. It
was interesting to find that while the OH — OEt replacement
takes place easily in crude samples of compounds 4a-c, no
product is observed when attempting the ligand exchange reac-
tion to convert directly 3a to 5a, even after long reaction times.
This observation is in disagreement with the fact that chloride
is usually regarded as a better leaving group than hydroxide.

Unambiguous assignment of the "H and '*C spectra was
performed aided by 'H, "*C monodimensional NMR tech-
niques as well as by 2D heteronuclear HMQC/HMBC (*H-"°C)
and homonuclear ("H-"H) COSY/NOESY experiments. In every
case, two spin systems were readily identified in the COSY
experiments, one belonging to the 2,2":6',2"-terpyridyl core
whose protons appear as very deshielded multiplets due to
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Scheme 2 Synthesis and numbering for complexes 4a—c and 5a-b.

long-range through-bond spin-state transmission within the
aromatic system including hydrogens H-1 to H-4, and a second
spin system usually upfielded, belonging to the substituent
attached to the terpyridyl core (phenyl, thien-2-yl, 9H-
fluorenyl).

As illustrated in Fig. 1 along the b series, the C1 - OH —
OEt ligand exchange can be readily traced by means of
"H-NMR, where most of the signals from the 2,2":6',2"-terpyri-
dyl core are upfielded as the o-withdrawing chlorido ligand is
replaced by -OH and furthermore by -OEt. Nevertheless, such
a trend does not match exactly the Hammett constants for
these ligands: Cl (op = 0.227), OEt (op = —0.24) and OH (op =
—0.37),>° and even though it explains the upfield shift when
going from -Cl to —-OH, it does not explain the upfield shift
from -OH to -OEt. Nonetheless, the overall shielding of the
hydrogens within the terpyridyl ligands suggests that the elec-
tron density of the Ru-NO submolecular fragment decreases
in the order OEt > OH > Cl, and thus the Cl to OR ligand
exchange decreases Ru-NO z-backdonation in the opposite
order (Cl > OH > OEt), with an associated reduction of the N-O
bond order. As discussed below (vide infra), these preliminary

3140 | Dalton Trans., 2020, 49, 3138-3154
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observations correlated well with the results obtained by using
infrared spectroscopy and X-Ray diffraction experiments.

X-ray diffraction studies

Crystals of cis-3b, trans-3b, 4a-b and 5a-b suitable for X-ray
crystallographic analyses were grown by slow diffusion of
diethyl ether into saturated solutions of the analytes in aceto-
nitrile at room temperature. The molecular structures and
main crystallographic data for these complexes are presented
in Fig. 2, and Table 1, respectively.

With the exception of trans-3b, for which two crystallogra-
phically independent yet geometrically closely-related com-
plexes are found in its asymmetric unit, all the other com-
pounds crystallize with a single complex per asymmetric unit.
Also, with the exception of compounds 5a-b, all crystallize as
acetonitrile solvates, with the solvent molecule in close contact
with the electron-deficient hydrogen H-1; nevertheless, despite
short  C(1)-H(1)-**N(acetonitriley  distances being  observed
(2.4-2.8 A), the geometries lie considerably far from linear
(with 98-140° D-H---A angles), postulating a nonclassical
hydrogen bonding interaction.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Fig. 1 'H-NMR spectra of selected complexes cis-3b (bottom), 4b (center) and 5b (top) [400 MHz, CDsCN]. See Scheme 2 for the numbering.

Fig. 2 Molecular structures of complexes cis-3b, trans-3b, 4a—b and 5a—b. Only selected hydrogen atoms are shown for clarity. Thermal ellipsoids

are drawn at 50% probability for every atom other than hydrogen.

Selected bond lengths and angles are gathered in Table 2,
for the coordination spheres of the 6 reported structures.
Similar to other ruthenium nitrosyls with {Ru(NO)}®* Enemark-
Feltham notations®® such as [RuClsNOJ** and [RuNO(NH;)s]*",
the present complexes possess Ru(1)-N(1)-O(1) angles close to
180°, however with a tendency for reduced angles in the com-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

plexes in which -Cl is replaced by -OH and -OEt (4a-c, 5a-b).
This observation suggests that the Ru-NO =n-backbonding is
enhanced in the latter systems. Accordingly, when comparing
a series with the same terpyridyl ligand, e.g. cis-3b, 4b and 5b,
the N(1)-O(1) bond distance follows 5b > 4b > cis-3b. Both
reduced angles and enhanced bond lengths are consistent

Dalton Trans., 2020, 49, 3138-3154 | 3141
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Table 1 Crystal structure and refinement data
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cis-3b trans-3b 4a 4b 5a 5b
Empirical formula C,0H,5CLLN,ORUS C,oH,5CL,N,ORuUS C,,H;6CIN,O,Ru C;oH,,CIN,02RUS C,3H,,Cl N,O,Ru C,,H,sCIN,O,RuS

PF,, CH,CN PF,, CH,CN, 0.25(H,0) PF,, CH,CN PF,, CH,CN PF, PF,
Temperature (K) 115(2) 113(2) 110(2) 110(2) 100(2) 100 (2)
Crystal system Monoclinic Triclinic Monoclinic Monoclinic Triclinic Triclinic
Space group P2,/n P1 c2/c Cc2/c P1 P1
a(A) 16.243(5) 13.3561(5) 22.9917(8) 22.9490(8) 11.012(2) 7.6895(4)
b (A) 7.354(2) 14.1266(5) 17.2990(6) 16.5682(7) 11.092(2) 10.6774(6)

c(A) 21.148(8) 14.3152(5) 14.1597(5) 14.2190(6) 11.139(2) 15.5498(9)

a () 90 104.9716(16) 90 90 75.537(7) 80.941(2)
B(°) 93.548(10) 96.3207(16) 114.003(2) 112.0015(12) 79.228(7) 85.288(2)
¥ (?) 90 97.3251(17) 90 90 70.732(7) 69.984(2)
Volume (A)® 2521.3(14) 2558.96(16) 5144.8(3) 5012.7(3) 1235.5(4) 1184.07(12)
zZ 4 4 8 8 2 2
Density (g cm™) 1.853 1.836 1.753 1.815 1.790 1.88
Crystal size (mm) 0.6 X 0.32 x 0.2 0.15 x 0.12 x 0.05 0.2 x0.2x0.2 0.18x0.15x0.15 0.2%x0.06%0.04 0.13 x0.10 x 0.06
0 range (°) 2.93-34.97 1.49-28.31 3.78-37.83 1.56-30.53 1.90-29.57 1.33-28.40
Reflns collected/unique 129 329/11 066 61 829/12 669 105 871/13 630 77 701/7610 47 404/6911 68 687/5944
Final R indices [I > 26(I)] R, =0.0305 R, =0.0352 R; =0.0252 R, =0.0214 R; =0.0341 R, =0.0315

WR, = 0.0665 WR, = 0.0469 WR, = 0.0627 WR, = 0.0361 WR, = 0.0801 WR, = 0.0429
R indices (all data) R, = 0.0413 R, = 0.0396 R, = 0.0310 R, = 0.0271 R, = 0.0460 R, = 0.0369

WR, = 0.0715 WR, = 0.0622 WR, = 0.0674 WR, = 0.2002 WR, = 0.0863 WR, = 0.0490
Table 2 Selected bond lengths and angles

trans-3b

Selected bonds (A) cis-3b Mol 1 Mol 2 4a 4b 4c” 5a 5b
Ru(l)fN(l) 1.7617(14) 1.777(2) 1.754(2) 1.7632(9) 1. 7626(12) 1.761(3) 1.771 2) 1.759(2)
Ru(1)-N(2) 2.0863(14) 2.075(2) 2.069(2) 2.0881(8) 2.0920(11) 2.086(3) 2.097(2) 2.085(2)
Ru(1)-N(3) 1.9869(13) 1.999(2) 2.005(2) 1.9756(8) 1.9766(10) 1.981(3) 1.9824(19) 1.983(2)
Ru(1)-N(4) 2.0930(13) 2.088(2) 2.069(2) 2.0849(8) 2.0891(11) 2.081(3) 2.088(2) 2.085(2)
Ru(1)-Cl(1) 2.3934(7) 2.3312(7) 2.3666(7) 2.3890(2) 2.3889(3) 2.4020(8) 2.4083(7) 2.3949(7)
Ru(1)-Cl(2) 2.3501(7) 2.3718(7) 2.3459(7) — — — — —
Ru(1)-0(2) — — — 1.9499(8) 1.9532(9) 1.950(2) 1.9504(18) 1.9424(17)
N(1)-0(1) 1.1380(18) 1.126(3) 1.125(3) 1.1469(12) 1.1494(16) 1.147(4) 1.146(3) 1.154(3)
Selected angles (°)
N(1)-Ru(1)-N(3) 96.83(5) 175.59(10) 176.71(11) 98.56(4) 98.92(5) 97.43(12) 97.12(9) 97.25(9)
N(3)-Ru(1)-N(4) 79.42(5) 78.26(9) 78.84(9) 79.76(3) 79.83(4) 79.51(11) 79.63(8) 79.71(8)
Cl(1)-Ru(1)-Cl(2) 87.766(17) 174.80(3) 172.35(3) — — — — —
Cl(1)-Ru(1)-N(1) 88.55(4) 95.67(8) 91.07(7) 87.67(3) 87.48(4) 88.47(9) 87.19(7) 87.08(7)
N(1)-Ru(1)-0(2) — — — 176.41(3) 176.02(5) 176.27(11) 178.04(8) 177.57(9)
Ru(l)fN(l)fo(l) 174.93(13) 172.9(3) — 170.57(8) 170.47(11) 173.8(3) 171.97(19) 170.5(2)

“Data for 4c are from Ref. 26.

with a decreasing N-O bond order. Furthermore, these obser-
vations correlate well with previous discussions on the NMR
spectra and with the infrared spectroscopy of these complexes
as discussed below.

Some of the most intriguing supramolecular interactions
within the crystal packing of this family of complexes are pre-
sented here with those observed for the cis-3b and t¢rans-3b
isomers. As exemplified in Fig. 3, the crystal packing of these
complexes, which possess electron-rich thiophene rings,
showed clear examples of offset n-stacking,’"*> formed by the
alignment of pairs of complexes in a displaced anti-parallel
fashion, putting alternating electron-deficient (central or
lateral pyridine) and electron-rich (thiophene) rings close to
each other. Given the complementarity of the interaction and
the short distances between the pyridine and thiophene ring

3142 | Dalton Trans., 2020, 49, 3138-3154

centroids (e.g. 3.472 A for cis-3b), this interaction is likely one
of the main driving forces for the crystallization process, as the
resulting arrangement contributes to reduced electrostatic
repulsion along the crystal lattice.

As depicted in Fig. 3b, the scenario is different for the
trans-3b isomer, which features an unprecedented short dis-
tance (2.566 A) between the oxygens of two neighboring
nitrosyls. Given the quasi linearity of the Ru-NO bond, these
oxygen atoms are expected to be positively charged, making
this close contact rather unlikely to occur. Nonetheless,
further analysis of the crystal structure suggests that this
arrangement is stabilized by the closeness of two PFs~ coun-
terions at the sides of the nitrosyls as well as by a
complementary offset n-stacking interaction with an inter-
centroid distance of 3.577 A, in this case involving the thio-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Fig. 3 Supramolecular interactions within the crystal packing of (a) cis-3b and (b) trans-3b. Hydrogen atoms and solvent molecules are omitted for

clarity.

phene ring and one of the lateral rings of a neighboring
complex.

Infrared spectroscopy

All of the ruthenium nitrosyl complexes were studied by
means of FT-IR (ATR) spectroscopy. Of particular interest to
the current work were the energies of the vNO band, as it
holds firsthand information on the electron density present on
the nitrosyl ligands and hence on the intramolecular charge
transfer within the complexes. The experimental data are pre-
sented in Table 3. The values fall in the 1814-1913 cm™" range
in any case, in agreement with linear or quasi-linear Ru-NO
bonds as those observed in the SXRD experiments (vide supra).
The most valuable information comes from comparing a
series with the same terpyridyl ligand. For example, the energy
of the vNO band decreases in the order: cis-3b > trans-3b > 4b

> 5b and, accordingly, the degree of n-backdonation to the NO
ligand should decrease in the opposite order. Indeed, this
process brings electron density into 7* antibonding orbitals,
thus reducing the bond order and hence the vNO frequency.
These observations are in full agreement with the previously
discussed NMR and structural data (vide supra).

The analyses of vNO frequency provide additional and
important information on the stability of ruthenium nitrosyl
complexes. Indeed, some of our [tpyRuNO] species were
reported to possess a high sensitivity to water, according to the
following non-redox reaction:

Ru'(NO)* +3H,0 = Ru"(NO,)” +2H;0" (1)

This deleterious reaction is especially observed when the
chlorido ligands are replaced by bipiridine.*** uNO frequencies
higher than 1920 em™" indicate that the degree of the posi-

Table 3 DFT computed vNO frequencies (in cm™) compared with experimental data, for the ruthenium—nitrosyl derivatives

cis-3a trans-3a cis-3b trans-3b 4a 1b 5a 5b
Computation 2007 2015 2005 2012 1966 1964 1953 1952
Experimental 1911¢ 1907¢ 1887 1913 1834 1857 1814 1835
1897¢

“Data from Ref. 17.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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tively charged residue on NO is high, which reflects the ten-
dency of NO to be subjected to nucleophilic attacks, thus
leading to the formation of Ru"(NO,)~ depicted in eqn (1). By
contrast, tNO frequencies equal to or lower than 1900 cm ™"
indicate a good stability in aqueous media.**** The latter case
is that observed here (1814 ecm™ < vNO < 1913 cm™'), which
indicates that the RuUNO units are stable in water.

The chlorido to hydroxo ligand exchange

Examples of ligand exchange reactions in ruthenium nitrosyl
complexes with the general formula [(R-tpy)RuCl,(NO)|’, where
R-tpy is any functionalized 2,2":6',2"-terpyridine ligand, remain
very scarce to date. To the best of our knowledge, only two
reports on such reactions have been published, one by Nagao,*”
and one recent report by our group.*® This may in turn be due
to the fact that, despite the synthetic route employed, the syn-
thesis of the starting materials invariantly yields complex mix-
tures containing both the cis(Cl,Cl)- and ¢rans(Cl,Cl)[(R-tpy)
RuCl,(NO)|" isomers, as well as varying amounts of homoleptic
[Ru(R-tpy),”* species. The purification of these compounds typi-
cally requires costly and tedious HPLC procedures,”’ thus pre-
cluding most further synthetic derivatizations. Nevertheless,
Nagao et al. showed that trans(Cl,Cl)-{Ru(tpy)Cl,(NO)](PF)
undergoes ligand exchange reactions either with water or
NaNO, in methanol to yield t¢rans(NO,OH){Ru(tpy)(NO)(OH)
(CD](PFs) and trans(NO,OCH;)-[Ru(tpy)(NO)(OCH;)(Cl)](PFs),
respectively, in low to moderate yields. Our synthetic approach
was significantly different, as we encountered several problems
when trying to perform the ligand exchange in water from com-
plexes containing the PFs counterion as these species were
notably less soluble in water when compared to their CI™ salts.
Also, our protocol involved the use of crude starting materials
containing only minimum amounts (typically below 3%) of the
undesired homoleptic species, thus greatly simplifying the puri-
fication of the final products.

The observation of the replacement of one chlorido ligand
by a hydroxo ligand in any case is further supported by a
theoretical investigation. Indeed, the Gibbs free energies (AG®)
were computed for the following equations:

[cis-3a]" + OH™ — [trans(NO, OH)-4a]" 4 CI~(2) (2)
[cis-3b]" + OH™ — [trans(NO, OH)-4b]" +Cl~(3)  (3)

[cis-3¢]" + OH™ — [trans(NO,OH)-4c]" +Cl~(4)  (4)

Scheme 3 Potential outcome for the Cl to OH ligand exchange.
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The resulting AG® values of —64.8 kcal mol™", —64.9 kcal
mol ™, and —61.0 kcal mol™" for eqn (2), (3), and (4), respect-
ively, indicate a clear tendency for the chlorido to hydroxo sub-
stitution. No further investigation was undertaken to clarify
the details of the formation of the Ru-OH bond. Nevertheless,
and as the pH of the solution is in the 5-7 range, the substi-
tution likely proceeds through a concerted mechanism, thus
avoiding the formation of unstable high energy [Ru(Cl)(H,O)
(NO)] intermediates.

The most striking feature of the chlorido to hydroxo ligand
exchange is that, while three different isomers could be
expected (Scheme 3), "H-NMR analysis of the crude products
evidenced the formation of a single final isomer, trans(NO,
OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs) (4a-c), even though mixtures
of both c¢is(CL,Cl) and trans(Cl,Cl)-[Ru(R-tpy)Cl,(NO)](Cl)
isomers are used as starting materials.

The Gibbs energies were computed for the three different
isomers, to provide theoretical support to this observation. In
order to determine if the relative stabilities are influenced by the
electronic capabilities of the R-tpy terpyridine fragments, the
computations were performed on complexes in which R is either
a strongly electron rich dimethylaminophenyl (DMAphen) substi-
tuent or a strongly electron withdrawing nitrophenyl (NO,phen)
substituent. The results are gathered in Table 4. Clearly, the data
reveal that the relative energies of the isomers do not depend on
the donor/acceptor character of the R substituent. The compu-
tation extended to the case of fluorenylterpyridine containing
complex 4c confirms that the ¢trans(NO,OH) isomer is invariably
the most stable species in any case. Along these lines, the (Cl —

Table 4 Relative Gibbs free energies (G°) for the three isomers of [R-
tpyRu(CL)(NO)(OH)I" computed in water, with vy frequencies

R Isomer Relative energies® (in kcal mol ™)
Fluorene 4c trans(C1,NO) +9.8
trans(Cl,0H) +5.7
trans(NO,OH) 0
DMAphen trans(C1,NO) +9.6
trans(Cl,OH) +5.7
trans(NO,OH) 0
NO,phen trans(C1,NO) +9.3
trans(Cl,0H) +5.9
trans(NO,OH) 0

“For each (R = fluorene, DMAphen and NO,phen) containing com-
plexes, the reference energy (G° = 0) is that of the most stable isomer.
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OH) substitution reaction occurring in water could appear to be
an elegant means of avoiding the usually tedious workout
required for the separation of the starting trans(Cl,Cl) and cis(Cl,
Cl) isomer mixture obtained in the initial synthesis of the [(ter-
pyridine)RuCl,(NO)]" species.

As exemplified in Fig. 4 with cis-3b and trans-3b, further evi-
dence for the formation of a single isomer during the chlorido
to hydroxo ligand exchange from compounds 3a-c¢ was found
by independently following the spectral evolution of pure
samples of both cis(Cl,Cl) and trans(Cl,Cl)-[Ru(R-tpy)Cl,(NO)]
(PF) complexes in water (details of additional experiments
can be found in the ESI, Fig. 5297).

A clean conversion to a single isomer can thus be inferred
from the presence of the same isosbestic point at 4 = 380 nm
for both isomers and by the fact that the end point of both
kinetics yielded superimposable spectra.

UV-visible spectroscopy

Mapping of the electronic structure of these complexes was
conducted by means of UV-Vis spectroscopy in acetonitrile
(Fig. 5). The results can be summarized as follows: (i) all ruthe-
nium nitrosyl complexes feature a strong band (e > 20 000 M™*
em ™) located at around 4 = 300 nm, which accounts for local
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Fig. 5 UV-visible spectra in acetonitrile for compounds cis-3b, trans-
3b, 4a—b and 5a-b.

n-n* excitations within the 4'-substituted 2,2":6',2"-terpyridyl
ligand and (ii) low-lying and less intense transitions are
located at around A = 400 nm, accounting for strong intra-
molecular charge transfer towards the nitrosyl substituents.

Fig. 4 Spectral evolution in water (0.5% of DMSO) for cis-3b (top, left) and trans-3b (top, right) at room temperature (4 x 107> M, 72 h). A compari-

son between the end points for both kinetics is shown in the bottom.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Table 5 UV-visible low-lying transition recorded in acetonitrile for the
ruthenium—nitrosyl complexes and related TD-DFT-computed data

UV-visible TD-DFT

Amax (Nm) £(mol™' Lem™) Jmax (NM)  f
cis-3a 330 17 400¢ 299 0.528
trans-3a 350¢ 18 800 312 0.363
cis-3b 363 18700 335 0.657
trans-3b 387 20500 348 0.607

361 17 500 327 0.138
4a 325 19700 292 0.469
4b 358 21100 327 0.751
4c 380 23 000 343 0.962
5a 328 19300 291 0.194

289 0.250

5b 362 20350 327 0.706
“Ref. 17.

These electronic features are fully consistent with our previous
investigations of terpyridine-based RuUNO complexes.'®'”%¢

The UV-visible data (A,ax and ¢) for the low-lying transitions
of the complexes are gathered in Table 5 along with those of
the cis-3a and trans-3a species, previously investigated. The
comparison leads to the following conclusions: (i) there is a
slight bathochromic shift in the trans(Cl,Cl) isomers with
respect to the cis(Cl,Cl) isomers within the 3a-b series related
to the better overlap, and hence stronger push-pull character
towards the nitrosyl substituent when it lies in the same plane
than the terpyridyl ligand in the complexes; (ii) there is a
global red shift of about 20 nm on going from the phenyl to
the thiophenyl substituents, in relation to an increased donat-
ing capability and better planarity within the thiophenyl-ter-
pyridine unit; and (iii) along the phenyl (a) or thiophenyl (b)
series having the same terpyridyl ligand and nitrosyl in the
axial (cis) position, the energy of the low-lying transitions
follows the order: 5 = 4 > cis-3. To determine the origin of
these various effects, the details of the TD-DFT computed tran-
sitions are provided in Table 6.

The data gathered in Table 6 reveal that low-energy tran-
sitions always possess a dominant HOMO — LUMO contri-
bution in the case of complexes 3 and 4, in which the coordi-
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nation spheres correspond to tpyRuCl,(NO) and tpyRu(Cl)(OH)
(NO), respectively. More precisely, the examination of the orbi-
tals (Fig. 6) shows that the electronic effect associated with
these transitions involves a charge transfer from the electron
rich substituent of the terpyridine ligand to the electron with-
drawing RuNO fragment. Using a thiophenyl substituent (b)
clearly increases the energy of the HOMO levels by about 0.4
eV versus that of the phenyl substituent (a), which leads to red-
shifted push-pull transitions (Table 5). These features are in
agreement with our previous reports on terpyridine-RuCl,(NO)
species, where the energy of the occupied level, and hence that
of the charge transfer transition towards RuNO, is related to
the donor/acceptor character of the substituent present on
terpyridine.'®*'”?¢ Interestingly, the case of complexes 5,
where the hydroxo ligand is replaced by an ethanolato ligand,
appears to be different. Contrary to the situation encountered
with the OH ligand, the p orbital of the oxygen atom of OEt
(orbital 117 (HOMO) in 5a and orbital 117 (HOMO-1) in 5b) is
involved in the charge transfer. Furthermore, its contribution
becomes dominant in 5a (50% of the effect in transition 1 —
12, in Table 6). The difference on going from 4a (OH) to 5a
(OEt) can tentatively be related to structural effects, and is
depicted in Fig. 7. Due to hydrogen bonding, the CI-Ru-O-H
torsion angle is equal to 0 degree in 4a. This implies that
orbital 108 (HOMO-1, p orbital of the oxygen of the hydroxo)
is orthogonal to orbital 112 (LUMO+2, the RuNO fragment
with a strong contribution of d,;). In other words, orbital 108
adds no contribution to the 109 — 110 based transition. By
contrast, the CI-Ru-O-C torsion angle is equal to 30 degrees
in 5a, arising from the hindrance effect induced by the ethyl
chain. Therefore, the p orbital of the oxygen atom (117,
HOMO) can overlap with orbital 120 (LUMO+2, RuNO frag-
ment), thus adding a significant contribution to the charge
transfer towards the nitrosyl.

NO photo-release

As our investigations have recently started to move towards bio-
logical applications,*® we were interested in studying the
photo-release capabilities of this family of complexes in water.

Table 6 Main electronic transitions, with absorption maxima (1may), oscillator strength (f) and composition of the configuration interaction, com-

puted by TD-DFT for 3a—-b, 4a—b, and 5a-b

Compounds UV-vis spectra Transitions Amax (NM) f Main composition” Character
cis-3a 330 nm 1-12 299 0.528 60% ¥113 —114 Phenyl - RuNO
trans-3a 350 nm 1-10 312 0.363 71% y113 114 Phenyl — RuNO
cis-3b 363 nm 1->7 335 0.657 49% ¥114 —115 Thiophenyl - RuNO
trans-3b 387 nm 1-38 348 0.607 74% y114 —115 Thiophenyl - RuNO

361 nm 1-9 327 0.138 39% y113-115 T 26% ¥111-115 R-tpyRuCl, - RuNO
4a 325 nm 110 292 0.469 61% x109-110 Phenyl — RuNO
4b 358 nm 1->8 327 0.751 68% ¥110-111 Thiophenyl - RuNO
5a 328 nm 1512 291 0.194 50% Y117120 + 21% F116-118 EtO — RuNO

1—13 289 0.250 31% y117-120 T 24% Y116-118 EtO + phenyl - RuNO

5b 362 nm 1-9 327 0.706 39% y118-110 + 33% y1175110 EtO + thiophenyl — RuNO

“Orbital 113(114) is the HOMO(LUMO) for 3a, 114(115) the HOMO(LUMO) for 3b, 109(110) the HOMO(LUMO) for 4a, 110(111) the HOMO
(LUMO) for 4b, 117(118) the HOMO(LUMO) for 5a, and 118(119), the HOMO(LUMO) for 5b.
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Fig. 6 Selected orbitals and related energies, in the ruthenium nitrosyl complexes 3a—b, 4a—b, and 5a—b. Occupied levels are the HOMO orbitals
except for 5a, where orbital 116 is the HOMO-1. Empty levels are the LUMO in any case.

Fig. 7 Difference in overlaps between the p orbitals of the oxygen
atom (bottom) and the d,, orbitals of the ruthenium atom (top), in 4a
(left) and 5a (right). Orbitals 108(112) are the HOMO-1(LUMO+2) in 4a,
orbitals 117(120) are the HOMO-1(LUMO+2) in 5a.

However, cis-3a-c¢ and trans-3a—c are not stable in water and
undergo an evolution towards 4a-c. For this reason, the photo-
chemical quantum yield (@no) measurements were conducted
in both acetonitrile and water, under irradiation at A = 365 nm.
Representative examples of the resulting spectral evolution are
shown in Fig. 8 with that of 4b and 5b featuring the dis-
appearance of the band around 4 = 360 nm and the appear-
ance of a new band near 2 = 480 nm (details of the experi-
ments on the other complexes can be found in the ESI,
Fig. S25-5281).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

The photoreactivity of ruthenium(u) nitrosyl complexes has
been well documented over the last 40 years and was reviewed
by Mascharak.” The resulting release of nitric oxide is followed
by the formation of a ruthenium(m) photoproduct according to
the following equation:

[(L)Ru"-NO"| + solvent 2, [(L)Ru"-solvent] + NO*  (5)

Owing to the presence of apparent isosbestic points, which
suggest the formation of a single product up to 10 minutes of
irradiation, and taking into account our previous observation
of the efficient substitution of NO* by MeCN after irradiation
of 3¢ in acetonitrile,'®” it can be assumed that the photo-
products obtained in water correspond to the formula [R-
tpyRulll(Cl)(OH)(H,0)]", with the introduction of a molecule
of water in the coordination sphere of the ruthenium center.
No other investigations were conducted to clarify unambigu-
ously the nature and exact structure of the photoproduct
obtained in water. However, various techniques provide evi-
dence that the observed photoreaction corresponds to the NO*
release depicted in eqn (5). This is illustrated in the series of
trans-3b, 4b and 5b thiophenyl containing compounds as
representative examples of the [Ru(R-tpy)CL,NO]', trans(NO,
OH)-[Ru(R-tpy)(NO)(OH)CI]" and trans(NO,OEt)-[Ru(R-tpy)(NO)
(OEt)CI]" families, respectively. These representative experi-
ments are gathered in Fig. 9 (details of the experiments on the
other complexes can be found in the ESI, Fig. S30t). In the
case of trans-3b, the NO’ release is evidenced by the use of the
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Fig. 8 Evolution of the absorption of spectra of (a) 4b and (b) 5b in water (0.5% DMSO) under irradiation at room temperature (1 = 365 nm, 10 min).

Fig. 9 Representative experiments evidencing NO" photo-release. (a) Evolution of the electronic spectra for cis-3a in acetonitrile showing the for-
mation of the azo dye after irradiation at 2 = 365 nm in the presence of the Griess Reagent. (b) Chronoamperograms of NO" release upon irradiation
of 4b (400 nM in water) at 1 = 365 nm during steps of 15 s (red arrows) every 110 s. (c) Triplet EPR signal after irradiation of 5b (in acetonitrile) with a
Hg lamp (1 > 400 nm) in the presence of the NO" selective [Fe'(MGD),] spin trap.

Griess test which consists of the observation of an azo dye with Alternatively, the NO" release from 4b can be detected
strong absorption at 1 = 548 nm, generated by the reaction of directly and quantitatively in water by the use of a NO" sensor
NO, ™~ (oxidized form of NO") through in situ reaction with sul- (Fig. 9b), and the resulting chronoamperogram indicates a
fanilic acid (Fig. 9a).>” NO’ concentration of up to 125 nM. Finally, in the case of 5b,
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Table 7 Quantum yield of photorelease (¢no) under irradiation at 1 = 365 nm

3a 3b

cis trans cis trans 4a 4b 4c 5a 5b
¢no in MeCN 0.37° 0.12¢ 0.37 0.18 0.18 0.17 0.15 0.38 0.15
¢~o in H,O — — — — 0.17 0.075 0.04 0.09 0.10
“Ref. 17.

EPR spectroscopy allowed a direct observation of NO grafted
on a spin trap complex [Fe"(MGD),] after photorelease
induced by irradiation with a Hg lamp. The resulting triplet
signal possesses a g-factor of 2.040 and a hyperfine coupling
constant of ay = 1.2 x 10~ em™", which are in good agreement
with the values reported in the literature (Fig. 9¢).>®

The quantum yields of photo-release (¢no), which corres-
pond to the number of NO" released per [Ru(NO)]* excited
state promoted under irradiation, are gathered in Table 7. In
the case of 3a-b, which are not stable in water for a long
period of time, no ¢no values can be measured precisely.

As can be seen, although a direct correlation of ®@yo with
structural features is not evident, all these complexes display
satisfactory NO® photo-release efficiencies, with ¢no values
higher than 0.12 in acetonitrile, in any case. There is a clear
tendency for reduced ¢no values in water, although the magni-
tude of lowering changes significantly from one compound to
another.

Experimental section
Materials and equipment

All starting materials were obtained from Alfa-Aesar; the sol-
vents were of analytical grade and used without further purifi-
cation. Compounds 1a-c,'***®%% 2a-¢,'“'7** 33" and 3¢'**
were obtained following modified literature protocols; spectro-
scopic data were in good agreement. NMR spectra were
recorded on a Bruker Avance 400 spectrometer at 298 K using
deuterated solvents; chemical shifts for 'H- and "*C-NMR data
are relative to the residual nondeuterated solvent signal, fixed
at § = 7.26 ppm (CDCIl;), § = 1.940 (CD;CN) for 'H-NMR and 6
= 77.00 ppm (CDCl3), 6 = 1.320 (CDCN) for '“C-NMR.
Coupling constant (J) values are given in Hertz. Infrared
spectra were recorded on a PerkinElmer Spectrum 100 FT-IR
spectrometer, using a diamond ATR. UV-visible spectra were
obtained on a Hewlett Packard 8454A spectrometer. HRMS
data were acquired using an Agilent G1969A MS TOF spectro-
meter Elemental analyses were performed at LCC using a
PerkinElmer 2400 series II Instrument.

Syntheses

4'-Phenyl-2,2':6',2"-terpyridine (1a). To a stirring solution of
benzaldehyde (2 g, 18.8 mmol) in ethanol (65 mL) was added a
solution of 2-acetylpyridine (4.2 mL, 37.6 mmol) and KOH
(2.110 g, 37.6 mmol) in ethanol (60 mL) previously stirred at

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

room temperature for 30 minutes. The resulting mixture was
allowed to stir for 15 minutes, followed by addition of 25%
NH,OH (40 mL) and heating to reflux for 7 hours. The reaction
was chilled using an ice/water bath and the resulting precipi-
tate was collected and washed with water and cold ethanol.
After recrystallization from boiling ethanol, 3.742 g (64%) of 1a
as a white solid was obtained. 'H-NMR § (400 MHz, CDCl,):
8.75 (s, 2H, H-7), 8.73 (ddd, J = 4.8, 1.7, 0.8 Hz, 2H, H-1), 8.67
(d, J = 8.0 Hz, 2H, H-4), 7.93-7.90 (m, 2H, H-2'), 7.87 (td, J =
7.7, 1.8 Hz, 2H, H-3), 7.51 (t, ] = 7.3 Hz, 2H, H-3'), 7.45 (t, ] =
7.3 Hz, 1H, H-4'), 7.34 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.1 Hz, 2H, H-2).
HRMS (ESI-TOF') anal. caled for C,;H;¢Nj5: 310.1339. Found:
310.1340. Error: 0.5 ppm.

4'-(Thien-2-y1)-2,2":6',2"-terpyridine (1b). 1b was synthesized
as described above for 1a, from 2-thiophenecarboxaldehyde.
The ligand was obtained in 52% yield as a pale green solid.
'H-NMR § (400 MHz, CDCl;): 8.74 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.8 Hz,
2H, H-1), 8.69 (s, 2H, H-7), 8.64 (dt, J = 7.8, 0.9 Hz, 2H, H-4),
7.86 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 2H, H-3), 7.77 (dd, J = 3.7, 1.1 Hz, 1H,
H-3'), 77.44 (dd, J = 5.0, 1.0 Hz, 1H, H-5'), 7.35 (ddd, J = 7.5,
4.8, 1.1 Hz, 2H, H-2), 7.17 (dd, J = 5.0, 3.7 Hz, 1H, H-4'). HRMS
(ESI-TOF") anal. caled for C;oHy4N;S: 316.0903. Found:
316.0904. Error: 0.5 ppm.

4'-(9H-Fluoren-2-yl)-2,2":6',2"-terpyridine (1c). To a suspen-
sion of 9H-fluorene-2-carbaldehyde (1.50 g, 7.72 mmol) and
2-acetylpyridine (0.86 mL, 7.72 mmol) in methanol
(11.6 mL), aqueous NaOH (1 M, 7.7 mL) was added dropwise
at 0 °C under magnetic stirring. After stirring for 7 hours at
room temperature, the yellow precipitate formed was col-
lected and washed with water and cold methanol to yield
1.26 g (4.24 mmol) of (E)-3-(9H-fluoren-2-yl)-1-(pyridin-2-yl)
prop-2-en-1-one as a yellow solid.*' An ethanolic (20 mL)
solution of this intermediate was refluxed in the presence of
1-[2-0x0-2-(2-pyridinyl)ethylJpyridinium iodide** (1.38 g,
4.24 mmol) and NH,OAc (4.25 g, 55 mmol) overnight to
obtain a greenish solid, which was purified by column
chromatography (hexanes/ethyl acetate 7/3) to obtain 1.40 g
(3.52 mmol, 46%) of the title compound as a yellow solid.
'H-NMR § (400 MHz, CDCl,): § 8.80 (s, 2H, H-7), 8.75 (ddd, J
=4.8, 1.7, 0.8 Hz, 2H, H-1), 8.69 (dt, J = 8.0, 1.0 Hz, 2H, H-4),
8.10 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-1'), 7.95 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H,
H-3'), 7.90-7.86 (m, 3H, H-3, H-4'), 7.84 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
H-5'), 7.58 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H-8'), 7.41 (t, ] = 7.1 Hz, 1H,
H-6'), 7.37-7.32 (m, 3H, H-2, H-7'), 3.99 (s, 2H, H-9'). HRMS
(ESI-TOF') anal. caled for C,sH,oN;: 398.1652. Found:
398.1656. Error: 1.1 ppm.
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[Ru™(1a)Cl;] (2a). A mixture of 1a (812 mg, 2.62 mmol),
RuCl;-xH,0 (0.523 g) and ethanol (70 mL) was stirred under
reflux for 6.5 hours. Then, the mixture was concentrated in
vacuo and chilled to 0 °C in a freezer. The resulting red precipi-
tate was collected and washed with chilled ethanol and diethyl
ether. The wine-colored crude product was subsequently
washed twice with boiling ethanol (50 mL) to obtain 852 mg
(1.65 mmol, 63%) of 2a as a black solid. Elemental analysis
found: C, 48.07; H, 2.73; N, 7.77. Required for C,;H;5CI3N;3;Ru,
1/2H,0: C, 47.97; H, 3.07; N, 7.99.

[Ru™(1b)Cl;] (2b). 2b was synthesized as described above for
2a, from ligand 1b. The title complex was obtained in 76%
yield as a black solid. Elemental analysis found: C, 42.72; H,
2.22, N, 7.71. Required for C;oH;3;CI3N3RuS, 1/2H,0: C, 42.91;
H, 2.65; N, 7.90.

[Ru™(1¢)Cl;] (2¢). 2¢ was synthesized as described above for
2a, from ligand 1c. The title complex was obtained in 95%
yield as a black solid. Elemental analysis found: C, 51.53; H,
2.98; N, 6.33. Required for C,gH,;oCI;N;Ru, 2.5H,0: C, 51.74;
H, 3.72; N, 6.47.

Preparation of a mixture of isomers of cis(Cl,Cl)- and
trans(CLCl){Ru"(1a)(NO)CL,](Cl1) complexes (3a). Compound
2a (822 mg, 1.59 mmol) was dissolved in dimethylformamide
(125 mL) and warmed up to 85 °C. Gaseous nitric oxide,
obtained by the dropwise addition of diluted HNO; on copper,
was bubbled under an argon atmosphere for 3-5 hours. The
reaction mixture was allowed to cool down to room tempera-
ture and it was concentrated in vacuo to a final volume of ca.
10 mL. After addition of a large excess of diethyl ether, 802 mg
of a pale orange powder was obtained (1.47 mmol, 92%). As
evidenced by "H-NMR, this crude product was mainly (>98%)
comprised of a mixture of two species, namely the cis(Cl,Cl)-
[Ru'(1a)(NO)CL,](Cl) (cis-3a) and trans(Cl,Cl)-[Ru"(1a)(NO)Cl,]
(Cl) (trans-3a) isomers in a trans/cis 7/3 ratio (see ESI, Fig. S1t).
This mixture was consequently used for the following reactions
without any further purification.

Preparation of a mixture of isomers of cis(CL,Cl)- and
trans(CLCl){Ru"(1b)(NO)CL](Cl) complexes (3b). 3b was pre-
pared as described above for 3a from complex 2b. The yield of
the crude orangish product was 97%. According to '"H-NMR,
this crude mixture was mainly (>98%) comprised ofthe cis(Cl,
Cl)-[Ru"(1b)(NO)CL](Cl) (cis-3b) and trans(Cl,Cl)-[Ru"(1b)(NO)
CL](Cl) (trans-3b) isomers in a trans/cis 7/3 ratio (see ESI,
Fig. S2t). Analytical samples of both cis-3b and trans-3b
isomers were isolated as their PF salts after HPLC purification
followed by metathesis employing aqueous NH,PF.

cis(CLCl)-[Ru™(1b)(NO)CL,](PFs) (cis-3b). Pale yellow solid
"H-NMR § (400 MHz, CD;CN): 9.18 (ddd, J = 5.5, 1.5, 0.5 Hz,
2H, H-1), 8.73 (ddd, J = 8.1, 1.2, 0.6 Hz, 2H, H-4), 8.69 (s, 2H,
H-7), 8.48 (td, J = 7.9, 1.6 Hz, 2H, H-3), 8.17 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz,
1H, H-3'), 7.99-7.91 (m, 3H, H-2, H-5'), 7.40 (dd, J = 5.0, 3.8 Hz,
1H, H-4"). *C-NMR § (100 MHz, CD;CN): 158.38 (C-5), 154.79
(C-6), 154.22 (C-1), 150.07 (C-8), 143.75 (C-3), 139.18 (C-2'),
134.25 (C-5'), 132.14 (C-3'), 130.95 (C-4"), 130.51 (C-2), 127.48
(C-4), 121.66 (C-7). FT-IR (ATR, cm™"): 1887 (vNO). Elemental
analysis found: C, 34.47; H, 1.33; N, 8.70. Required for
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CyoH;5CLL,N,ORuUS, PF,: C, 34.46; H, 1.98; N, 8.46. HRMS
(ESI-TOF") anal. caled for C;oH,;Cl,N,ORuS: 516.9231. Found:
516.9232. Error: 0.2 ppm. UV-vis . in nm (¢ in M~" em™):
281 (21 568), 363 (18 682).

trans(CLCl){Ru"(1b)(NO)CL](PFs) (trans-3b). Yellow solid.
'"H-NMR § (400 MHz, CD;CN): 8.78-8.74 (m, 2H, H-1), 8.67 (d,
J = 8.1 Hz, 2H, H-4), 8.60 (s, 2H, H-7), 8.38 (td, J = 7.8, 1.3 Hz,
2H, H-3), 8.16 (dd, J = 3.8, 1.0 Hz, 1H, H-3'), 7.95 (dd, J = 4.7,
0.9 Hz, 1H, H-5"), 7.87 (ddd, J = 7.5, 5.4, 1.2 Hz, 2H, H-2), 7.39
(dd, J = 4.7, 3.8 Hz, 1H, H-4'). "*C-NMR § (100 MHz, CD;CN):
154.90 (C-5), 154.10 (C-1), 153.14 (C-6), 152.95 (C-8), 142.44
(C-3), 138.05 (C-2'), 133.86 (C-5'), 131.62 (C-3'), 130.08 (C-2),
130.01 (C-4"), 126.70 (C-4), 120.41 (C-7). FT-IR (ATR, cm™'):
1913 (vNO). Elemental analysis found: C, 34.49; H, 1.52; N,
8.69. Required for C;9H;3Cl,N,ORuS, PF: C, 34.46; H, 1.98; N,
8.46. HRMS (ESI-TOF') anal. caled for C;oH;3Cl,N,ORuS:
516.9231. Found: 516.9225. Error: —1.2 ppm. UV-Vis Ay in
nm (¢ in M™' em™): 277 (25 201), 361 (17 488), 387 (20 510).

Preparation of a mixture of isomers of cis(CL,Cl) and
trans(C1,Cl){Ru"(1c)(NO)CL,](Cl) complexes (3c). 3¢ was pre-
pared as described above for 3a from complex 2¢. In agreement
with previous observations,"” in this case after stopping the
reaction, an orangish precipitate was formed which corre-
sponded to the pure ¢rans(Cl,Cl) isomer according to 'H-NMR.
It was obtained in 28% yield. The filtrate was concentrated
under reduced pressure to yield a second orange powder
which corresponded to the mixture of the cis(Cl,Cl)-[Ru"(1c)
(NO)CL,](Cl) (cis-3¢) and  trans(ClL,Cl)-{Ru"(1¢)(NO)Cl,](Cl)
(trans-3c) isomers in a trans/cis 1/1 ratio (Fig. S31). The com-
bined yield was 91%.

General procedure for the synthesis of trans(NO,0H)
complexes in water

In a typical run, 150 mg of the crude trans/cis mixture of com-
plexes (3a-c) was dissolved in boiling water (ca. 0.5 mg mL ™)
followed by refluxing overnight. The resulting yellowish solu-
tion was concentrated in vacuo and treated with a small
amount of NH,PFs. The cream to yellow solid thus obtained
was collected, washed with water and dried. In most cases, at
this step "H-NMR showed the complete depletion of the start-
ing material and the purity of the desired complex to be above
95%. When significant impurities were observed, the product
was further purified by preparative TLC on SiO, using 1/1
CH,Cl,/CH;CN as an eluent.
trans(NO,OH)-[Ru"(1a)(NO)(OH)CI](PFs)  (4a). 4a was
obtained as a yellow solid in 89% yield. "H-NMR § (400 MHz,
CD;CN): 9.11 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H-1), 8.74 (s, 2H, H-7), 8.60 (d,
J = 8.1 Hz, 2H, H-4), 8.39 (t, / = 7.9 Hz, 2H, H-3), 8.07-8.03 (m,
2H, H-2"), 7.93-7.87 (m, 2H, H-2), 7.66 (d, J = 4.7 Hz, 3H, H-3,
H-4"), 4.35 (br s, 1H, OH). >C-NMR § (100 MHz, CD;CN):
158.31 (C-5), 156.62 (C-8), 155.04 (C-6), 153.58 (C-1), 143.38
(C-3), 136.15 (C-1'), 132.75 (C-4'), 130.70 (C-3'), 130.03 (C-2),
129.13 (C-2), 127.03 (C-4), 123.59 (C-7). FT-IR (ATR, cm™'):
1834 (vNO). Elemental analysis found: C, 39.86; H, 2.18; N,
9.90. Required for C,;H;cCIN,O,RuPF; 1/2CH;CN: C, 40.13;
H, 2.68; N, 9.57. HRMS (ESI-TOF') anal. caled for
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C,1H;6CIN,O,Ru: 493.0005. Found: 493.0018. Error: 2.6 ppm.
UV-ViS Amax in nm (e in M~ em™): 297 (27 734), 325 (19 660).

trans(NO,OH)-[Ru"(1b)(NO)(OH)CI|(PFs) (4b). 4b was
obtained as a yellow solid in 86% yield. "H-NMR & (400 MHz,
CD;CN): 9.09 (dd, J = 5.4, 1.1 Hz, 2H, H-1), 8.57 (s, 2H, H-7),
8.47 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-4), 8.30 (td, J = 7.9, 1.5 Hz, 2H, H-3),
8.04 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.88 (ddd, J = 7.6, 5.5, 1.3
Hz, 2H, H-2), 7.81 (dd, J = 5.0, 1.0 Hz, 1H, H-5"), 7.21 (dd, J =
5.0, 3.8 Hz, 1H, H-4)), 4.46 (br s, 1H, OH). *C-NMR 6§
(100 MHz, CD;CN): 158.01 (C-5), 154.95 (C-6), 153.48 (C-1),
149.26 (C-8), 143.24 (C-3), 139.12 (C-2'), 133.99 (C-5'), 131.97
(C-3"), 130.83 (C-4'), 130.00 (C-2), 126.91 (C-4), 120.96 (C-7).
FT-IR (ATR, cm™'): 1857 (vNO). Elemental analysis found: C,
34.98; H, 2.21; N, 8.28. Required for C;oH,,CIN,O,RuS, PFg: C,
35.44; H, 2.19; N, 8.70. HRMS (ESI-TOF') anal. caled for
C19H14CIN,O,RuUS: 498.9569. Found: 498.9572. Error: 0.6 ppm.
UV-ViS Amax in nm (g in M~ em™): 280 (27 000), 358 (21 103).

trans(NO,OH)-[Ru"(1c)(NO)(OH)CI|(PFs)  (4c). 4c was
obtained as a yellow solid in 73% yield. "H-NMR & (400 MHz,
CD;CN): 9.23 (dd, J = 5.7 Hz, 1.4 Hz, 2H, H-1), 8.96 (2H, s,
H-7), 8.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-4), 8.52 (td, J = 7.8 Hz, 1.5 Hz,
2H, H-3), 8.40 (s, 1H, H-1'), 8.24-8.16 (m, 2H, H-3', H-4'),
8.06-7.98 (m, 3H, H-2, H-5'), 7.95 (br s, 1H, OH), 7.72 (d, J =
6.8 Hz, 1H, H-8"), 7.55-7.45 (m, 2H, H-6', H-7'), 4.16 (s, 2H,
H-9).

General procedure for the synthesis of trans(NO,OEt)
complexes

100 mg of crude samples of complexes 4a-c were dissolved in
150 mL of absolute ethanol and stirred at 80 °C for 3 hours.
The solution was then concentrated to ca. 5 mL followed by
addition of diethyl ether. The precipitate thus obtained was
collected, washed with diethyl ether and dried.
trans(NO,OEt)[Ru"(1a)(NO)(OEt)CI|(PFs) (5a). 5a was
obtained as a pale orange solid in 93% yield. "H-NMR &
(400 MHz, CD;CN): 9.16-9.11 (m, 2H, H-1), 8.76 (s, 2H, H-7),
8.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-4), 8.45 (td, J = 7.9, 1.6 Hz, 2H, H-3),
8.09-8.05 (m, 1H, 2H, H-2'), 7.93 (ddd, J = 7.7, 5.5, 1.3 Hz, 2H,
H-2), 7.73-7.68 (m, 3H, H-3', H-4'), 3.84 (q, ] = 6.9 Hz, 2H, H-9),
0.53 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-10). *C-NMR § (100 MHz, CD;CN):
158.50 (C-5), 156.71 (C-8), 155.00 (C-6), 153.57 (C-1), 143.44
(C-3), 136.47 (C-1'), 132.64 (C-4'), 130.71 (C-3'), 130.14 (C-2),
129.18 (C-2'), 126.99 (C-4), 123.80 (C-7), 66.37 (C-9), 19.80
(C-10). FT-IR (ATR, cm™"): 1814 (vNO). Elemental analysis
found: C, 41.23; H, 2.75; N, 8.62. Required for
C,3H,0CIN,O,Ru,PF;: C, 41.48; H, 3.03; N, 8.41. HRMS
(ESI-TOF") anal. caled for C,3H,oCIN,O,Ru: 521.03210. Found:
521.0338. Error: 3.26 ppm. UV-Vis Ayay in nm (¢ in M~ em™):
297 (28 077), 328 (19 315).
trans(NO,OEt)-[Ru”(1b)(NO)(OEt)C1|(PFs)  (5b). 5b  was
obtained as a pale orange solid in 95% yield. "H-NMR &
(400 MHz, CD;CN): 9.16-9.11 (m, 2H, H-1), 8.68 (d, J = 8.1 Hz,
2H, H-4), 8.65 (s, 2H, H-7), 8.45 (td, J = 7.9, 1.5 Hz, 2H, H-3),
8.15 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H, H-3'), 7.95-7.90 (m, 3H, H-2, H-5'),
7.39 (dd, J = 5.0, 3.8 Hz, 1H, H-4), 3.82 (q, J = 6.9 Hz, 2H, H-9),
0.51 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-10). >*C-NMR 6 (100 MHz, CD;CN):
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158.35 (C-5), 155.05 (C-6), 153.56 (C-1), 149.49 (C-8), 143.38
(C-3), 140.48 (C-2), 133.81 (C-5'), 131.76 (C-3'), 130.84 (C-4'),
130.16 (C-2), 126.97 (C-4), 121.31 (C-7), 66.34 (C-9), 19.78
(C-10). FT-IR (ATR, cm™'): 1835 (vNO). Elemental analysis
found: C, 37.33; H, 2.24; N, 8.80. Required for
C,,H,gN,O,SRuCl, PFs: C, 37.54; H, 2.70; N, 8.34. HRMS
(ESI-TOF*) anal. caled for C,;H;gN,O,SRuCl: 526.9882. Found:
526.9887. Error: 0.9 ppm. UV-vis .y in nm (¢ in M~ em™):
279 (22 932), 362 (20 347).

Single X-ray diffraction studies

Data were collected on a Bruker Kappa Apex II diffractometer
equipped with a sealed X-Ray tube source (cis-3b and 5b) or
with a 30 W air-cooled microfocus source (trans-3b, 4a, 4b and
5a), using MoK, radiation (A = 0.71073 A). An Oxford
Cryosystems Cryostream cooler device was used to collect the
data at low temperature. Phi- and omega-scans were performed
for data collection. An empirical absorption correction with
SADABS was applied.”® The structures were solved by the
intrinsic phasing method (SHELXT),"* or with SUPERFLIP,*?
and refined by means of least-squares procedures on F> with
SHELXL,"® and on F with CRYSTALS."” All non-hydrogen were
refined anisotropically. Hydrogen atoms were located in a
difference map but those attached to carbon atoms were repo-
sitioned geometrically and then refined using a riding model.

CCDC numbers 1968710-1968715 contain the supplemen-
tary crystallographic data for this paper.f

Computational methods

The molecular geometries of the ruthenium nitrosyl complexes
were fully optimized wusing the Gaussian-09 program
package,*® within the framework of Density Functional Theory
(DFT) at the B3PW91/6-31G* level (see ESI, Table S31f).
B3PWO91 was selected following the previous report on ruthe-
nium-nitrosyl by Mascharak,’® who stated that this hybrid
functional outperforms other methods in numerous cases of
ruthenium complexes, especially when back bonding ligands
(like NO) are present.’® The LANL2DZ pseudo-potential was
used to account for relativistic effects on the ruthenium
atom.”" Vibrational analyses were performed at the same level
to verify that the stationary points correspond to minima on
the potential energy surfaces. Solvent effects (water, aceto-
nitrile) were modeled using the Polarizable Continuum Model
(SCRF = PCM method).’*> The TD-DFT computations of the UV-
vis spectra were carried out on the optimized geometries at the
CAM-B3LYP/6-31G* level. The CAM-B3LYP and PBEO methods
were tested for consistencies with our previous investigations
on Ru(NO) complexes. We observed a tendency for over-esti-
mated transition energies with CAM-B3LYP and under-esti-
mated energies with PBEO. Finally, we selected CAM-B3LYP for
which a blue shift was observed for the computed values with
average values of 2700 cm™' for the thiophenyl containing
species and 3500 cm™" for the phenyl containing complexes.
Although significantly larger than the commonly found discre-
pancy of 2500 cm™" observed in small organic molecules, the
present values were still acceptable due to large molecular
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sizes, heavy ruthenium atoms, and sizeable charge transfer
effects.”® Molecular orbitals were plotted by using the
GABEDIT free software.”*>’

NO calibration

The quantitative determination of NO production was per-
formed with a commercial NO detector (ami-NO 700) from
Innovative Instruments Inc. Calibration of the electrode in the
range of 50-1000 nM was performed by generating NO accord-
ing to the following reaction:

2NO,” +4H" +2I" — 2NO" + I, + 2H,0 (6)

For each calibration, aliquots (80 pL) of aqueous NaNO,
(~100 uM) were added to 20 mL of a 0.03 mol L™" solution of
KI in 0.1 mol L™" H,S0,. Chronoamperograms were registered
at a fixed temperature (25 °C) while stirring the solution in
order to maintain a constant rate of oxidation of the produced
NO at the electrode surface. The typical sensitivity of the elec-
trode was about 100 pA nM . During the photolysis measure-
ments, the NO sensor was positioned outside the light path.
Besides, chronoamperograms of an aqueous solution were sys-
tematically registered upon irradiation in order to subtract the
light interference. Then, chronoamperograms were registered
upon irradiation of 20 mL of an aqueous solution of each
complex in steps of 15 s every 110 s in order to stabilize the
intensity between each step.

Photochemistry

Kinetic studies on the photolysis reactions were carried out
with a diode array Hewlett Packart 8454A spectrophotometer.
The optical fiber was fixed laterally from the -cuvette.
Absorption spectra were taken after each minute, in fast scan
mode. The UV-visible spectra were recorded under irradiation
realized with a Muller reactor device equipped with a cooling
water filter and monochromatic LEDs (see above). The light
intensity was determined by using a power-meter from
Thorlabs (PM100D). The sample solutions were placed in a
quartz cuvette of 1 cm path-length stirred continuously. The
temperature was maintained at 25 °C during the whole
experiment.

Quantum yield measurements: the quantum yield (¢,) was
determined by the program Sa3.3 written by D. Lavabre and V.

Pimienta.’®®” It allows the resolution of the differential
equation:
d[Ru"
[dt I —@ - egyn - [RU"] Iy - Ly - F (7)

where F is the photokinetic factor F = (1-107"%)/Abs with Abs
= (egur[RU"] + eggw[RU™])ly, @ is the photochemical
quantum yield, I, is the incident photon flux (in mol L ™" s7%),
£gan (in mol ™" L em™) is the molar extinction coefficient of the
ruthenium nitrosyl complexes and [, is the length of the
optical irradiation path. The equation was fitted with the
experimental data Abs = f(¢t) and 2 parameters ¢, and &g (ep is
the molar extinction coefficient measured at the end of the
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reaction). A,ps was chosen to correspond to a large difference
between molar extinction coefficients at the initial and final
times of the photochemical reaction. Simulation and optimiz-
ation procedures were performed by using numerical inte-
gration and a non-linear minimization algorithm for the
fitting of the model to the experimental data (see ESI,
Table S327).

Conclusion

We have investigated a set of cis(Cl,Cl)- and trans(Cl,Cl)-ruthe-
nium nitrosyl complexes built up from various substituted ter-
pyridine ligands, initially regarded as optical materials. The
full characterization of such systems implies the separation of
the cis/trans isomers at the end of the synthetic process. By
contrast, their behavior in water indicates the irreversible sub-
stitution of one chloride by one hydroxo ligand leading to a
single and stable ¢rans(NO,OH) isomer, in any case, thus avoid-
ing the tedious separation step, encountered in L-RuCl,(NO)
chemistry. Moreover, the resulting water stable species exhibits
NO’ releasing capabilities under irradiation, which indicates
its potential uses in biological media, in relation to the widely
recognized importance of nitric oxide in biology.
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1. Introduction

Pyridinium salts are heterocycles bearing a quaternary (usually
alkylated or acylated) annular nitrogen. The positive charge delo-
calized within the ring confers these compounds unique chemical
and physical properties that have been exploited in diverse areas.
Relevant applications include numerous synthetic strategies to
obtain and modify a myriad of heterocycles [1-5], as well as im-
provements in the development of amphiphilic polymers [6,7] and
advanced organoelectronic [8,9] and photonic [10] materials.

The reactivity of pyridinium salts has been at the focus of
intense research since the early 60's. The first investigations by the
group of F. Krohnke, reported that these compounds could be
cleaved to yield aromatic amines or enamines, and that the pyr-
idinium group could also be used as a leaving group in SN2 re-
actions [11]. Such observations paved the way to the report by
Zecher and Krohnke of their famous pyridine synthesis from pyr-
idinium salts and o,B-unsaturated ketones [12], that has become
one of the most used synthetic methodologies for pyridine-
containing organic compounds.

Particularly, 1-[2-ox0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide

* Corresponding author.
E-mail address: norberto.farfan@gmail.com (N. Farfan).

http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2016.11.033
0022-2860/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

has been widely employed as Michael donor in the synthesis of 2,2’-
bipyridines (bpy) and 2,2:6',2”-terpyridines (tpy), among other
polypyridyl ligands (Scheme 1) [13]. However, a common issue in
the synthesis of these compounds is the concomitant formation of
colored by-products that significantly lower the yields, particularly
when the «,B-unsaturated carbonyl counterpart is poorly activated
towards 1,4-addition, i.e. when electron donating groups are pre-
sent. Only few studies dealing with this issue have been published,
with kinetic factors usually invoked (stoichiometry or concentra-
tion) to explain the formation of such species [14—16].

As part of our ongoing program on devising efficient nitric oxide
(NO) photo-releasing Ru(Il) tpy complexes [17—19], we became
interested in further unveiling the factors that affect the overall
synthetic yields of the tpy ligands via the Krohnke route. To date,
this remains poorly described although the reactivity of the
Michael donor is expected to play a pivotal role. Thus, herein we
report a structural study of 1-[2-oxo-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyr-
idinium iodide comprising vibrational, spectral and theoretical
approaches.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis and NMR characterization

Treatment of 2-acetylpyiridine (1) with a solution of iodine in
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Scheme 1. Use of 1-[2-ox0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (center) as Michael donor in the synthesis of 2,2’-bipyridine (bpy) and 2,2’:6',2"-terpyridine (tpy) ligands.

pyridine followed by heating to reflux, yielded the corresponding
pyridinium salt (2) in moderate yields via an Ortoleva-King reaction
(Scheme 2). The identity of the compound was confirmed by high
resolution mass spectrometry, showing a peak at m/z 199.0869 for
the [M-I]* ion.

The 'H NMR spectrum of 2 is characterized by the signal of the
methylene hydrogens (H-4), appearing as a highly deshielded
singlet at 6 = 6.52 ppm due to negative inductive effects from both
the carbonyl group and the quaternary nitrogen of the pyridinium
ring. The COSY ('H-'H) experiment allowed the distinction of two
unique spin systems corresponding to the pyridine (H-7 to H-10)
and pyridinium (H-1 to H-3) rings. Given the lack of overlap be-
tween the signals from these spin systems and the magnetic
equivalence of hydrogens within the pyridinium ring a straight-
forward and unequivocal assignment of the 'H NMR signals was
achieved.

In a similar manner, the >C NMR spectrum of 2 showed char-
acteristic signals at 6 = 67.18 and 6 = 192.05 ppm as expected for
the methylene (C-4) and the carbonyl group (C-5) resonances,
correspondingly. Of particular relevance was the presence of
through-bond spin states transmission between hydrogens H-7/H-
4 and the carbonyl group (C-5) and between the methylene carbon
(C-4) and the ortho hydrogens of the pyridinium ring (H-1), both
correlations derived from the HMBC ('H-13C) experiment further
confirmed the NMR assignments.

Unambiguous assignment of the 'H and 3C chemical shifts of
compound 2 was performed with the aid of 2D-NMR techniques,
including homonuclear ('H-'H) COSY/NOESY and heteronuclear
('H-3C) HSQC/HMBC experiments. Fig. 1 summarizes the most
relevant interactions observed.

2.2. Structural analysis from X-Ray diffraction and DFT studies

Compound 2 crystallized in the monoclinic P2;/c space group
with 4 molecules per unit cell. As depicted in Fig. 2, the acylpyridine
fragment adopts a transoid conformation, which may be attributed
to electronic repulsion between the lone pairs of the oxygen in the
carbonyl group and those in the annular nitrogen of the pyridine
ring. Crystal data and structure refinement details are listed in
Table 1.

It can be seen that in the solid state conformer of compound 2,
the pyridine and ethanone moieties are nearly coplanar, with a
minimal torsion angle of 0.38° (C7-C6-C5-C4). The most remark-
able deviations from planarity arise from a 69.13° dihedral angle

3
Pyridine 8 6 4 =2
7 L = T e
| reflux ol _N
N e 19

1 2

Scheme 2. Synthesis and numbering of 1-[2-0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium io-
dide (2).

formed between the planes containing the pyridinium (C-1 to C-3)
and pyridine (C-6 to C-8) rings (Fig. 3) and from a 13.73° torsion
angle (C6-C5-C4-N).

The main intermolecular interactions occurring within the
crystal lattice of compound 2 are (a) T—m stacking between two
adjacent pyridinium rings with anti-parallel arrangement (3.718 A
inter-centroid distance) and (b) ion-dipole contacts between an
iodine atom and both H-4 (3.062 A) and C-5 (3.635 A). Due to these
interactions, compound 2 exhibits a centrosymmetric arrangement
of infinite alternating pairs of pyridinium salts with face-to-face
orientation (Fig. 4).

The geometry of compound 2 was optimized at the B3LYP/6-
311G(d,p) level of theory, with the crystal structure geometry
used as input. Main deviations from the solid state conformation
(Fig. 5) were observed in (a) the interplanar angle between the
planes containing the pyridinium (C-1 to C-3) and pyridine (C-6 to
C-8) rings (solid state: 69.13°, DFT: 54.75°) and (b) the distance
between the pyridinium ring centroid and the iodide counterion
(solid state: 4.749 A, DFT: 3.847 A).

2.3. Vibrational assignments

Vibrational modes of compound 2 were studied by solid-state
FT-IR (ATR) spectroscopy and analytical DFT computation of both
the IR and RAMAN spectra at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory
from the equilibrium geometry. As expected for a molecule with 27
atoms and C; symmetry, 75 normal modes are predicted by the DFT
computation, all of which are expected to be IR and Raman active. A
comparison between the experimental and predicted IR spectra is
shown in Fig. 6.

As depicted in Fig. 7, although the DFT method employed
overestimated the vibrational frequencies, a good correlation be-
tween the experimental and theoretical values was found, ensuring
the reliability of the computed frequencies.

Further improvement was achieved using an appropriate scaling
factor of 0.967 [20]. Supplementary Table S1 shows the full final
frequencies and intensities of the vibrational modes of compound
2, along with their assignments aided by the total energy distri-
bution (TED) calculation as implemented in VEDA 4 computer
program [21].

2.3.1. C-H and C-C vibrations

The methylene —CH,- fragment in the ethanone moiety of
compound 2 gives rise to six fundamental vibrations, exhibiting out
of phase C-H stretching at 7= 3045 and ¥= 2832 cm ™' and HCH in
phase bending at v = 1404 cm™ L. Lower frequency vibrations,
namely the wagging, twisting and rocking resonate at v = 1332,
v =1213 and v = 952 cm, correspondingly.

Vibrational modes involving aromatic hydrogens from the pyr-
idinium and pyridine rings proved ubiquitous in the vibrational
spectrum. Vibrations including changes in the C-H bond length lie
at the 3262 to 2967 cm™! region as sharp and intense bands. On the
other hand, in plane and out of plane HCC bending vibrations
spanned from 1631 to 1027 cm~' and from 909 to 417 cm,
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Fig. 1. Relevant 2D-NMR interactions observed in the (a) HMBC ('H->C) and (b) NOESY ('H-'H) experiments for 1-[2-oxo0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) (CDCls,

400 MHz).

respectively. These fundamental vibrations constitute mixed
normal modes in which the corresponding C=C stretches are
constantly involved.

2.3.2. C-N and C-0O vibrations

The C=0 stretch from compound 2 appears at v= 1711 cm ' asa
sharp and strong band, while the C=N bond from the pyridinium
ring resonates strongly at v = 1332 cm™L

Additional fundamental vibrations involving these groups occur
at lower frequencies. The carbonyl group participates in CCO in
plane bending vibrations which originate low energy bands such as
those observed at ¥ = 653 cm~! which include the C-6 atom from
the pyridine ring according to the DFT calculations, that also pre-
dicted OCCC out of plane bends experimentally observed at v = 567
and v =417 cm™ L

2.4. Non-linear optical analysis

Non-linear optics (NLO) is a research field of increasing interest
with potential applications in emerging technologies such as 3D
data storage, microfabrication, photonic devices and molecular
machines, as well as biological uses, e.g. in two-photon fluores-
cence imaging and photodynamic therapy [22]. The susceptibility
of a material to produce a given NLO phenomenon is related to the
macroscopic polarizability of its electron densities, which relies on
the local electronic delocalization within the molecule, the mo-
lecular dipole moment and the symmetry elements of the bulk
materials [23,24].

For second order nonlinear applications, such as second har-
monic generation, molecules should ideally possess intense dipole
moments (u), low polarizability coefficients («), high first order
hiperpolarizability coefficients (8) and non-centrosymetric

Fig. 2. ORTEP drawing of 1-[2-o0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) with the thermal ellipsoids drawn at 50% probability for every atom other than hydrogen.
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Table 1

Crystal structure and refinement.
Compound 2
Empirical formula C12H11IN2O
Formula weight 326.13
Temperature 293 K
Crystal system Monoclinic
Space group P2;/c
a(A) 7.5629 (3)
b (A) 21.5694 (7)
c(A) 7.8166 (3)
o (°) 90.0
B(°) 104.477 (1)
() 90.0
Volume (A)? 1234.61 (8)
z 4
Density (g-cm ) 1.755
Crystal size (mm) 0.1 x 0.1 x 0.1
0 Range (°) 2.938 to 27.497
Index ranges -9<h<9 -28<k<27,-10<1<9
Nref 2835

R (reflections)
WR; (reflections)

0.0237 (2474)
0.0604 (2816)

found that the molecule has an intense dipole moment and a
moderate [ value, i.e. comparable with that of urea
(8 = 03728 x 10729 esu). Such characteristics, along with the po-
tential of using the ethanone-pyridine submolecular fragment as a
bidentate ligand, render this compound as an interesting building
block for molecular materials with enhanced NLO properties.

2.5. Electronic properties

The electronic absorption spectrum of 2 showed two intense
bands at A = 255 nm and A = 450 nm. Aiming to characterize the
electronic transitions involved, the molecule was fully optimized
using the triple-{ 6-311G(d,p) polarized basis set and several DFT
functionals; the resulting equilibrium geometries were used in the
TD-DFT calculation of the electronic transitions of 2. As shown in
Table 3, none of the calculations with the iodide counterion omitted
in the starting geometry were able to reliably reproduce the
experimental electronic spectrum, indicating a relevant role of the
iodine atom during photoexcitation. Nonetheless, once the full
molecule was taken into account, all of the DFT methods predicted

Fig. 3. Dihedral angle formed between the planes containing the pyridinium and pyridine rings in compound 2.

Fig. 4. Crystal structure of 1-[2-ox0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) viewed
along the crystallographic a axis.

supramolecular architectures, among other desired macroscopic
features like high transparency in the visible spectrum and thermal
stability of the molecular materials [23].

A DFT study of these parameters was performed for 1-[2-ox0-2-
(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) at the B3LYP/6-311G(d,p)
level of theory from the equilibrium geometry (Table 2). It was

a redshift in the Apax of compound 2, with the B3LYP hybrid func-
tional yielding the most accurate prediction of the electronic
transitions. It may therefore be assumed that the presence of the
iodide counterion produces charge stabilization in the molecular
ground and first excited states, acting as an electron donor towards
the pyridinium ring.

It was also found that the first excited state of compound 2 is
mainly populated by the electronic transition between the frontier
molecular orbitals (FMOs), namely the highest occupied and lowest
unoccupied molecular orbitals (HOMO and LUMO, respectively). As
shown in Fig. 8, the HOMO is mainly located at the iodide coun-
terion, whereas the LUMO shows a higher contribution of the
pyridine (C-6 to C-10) and ethanone (C-4, C-5) fragments.

The absence of covalent bonds between the submolecular
fragments containing each of the FMOs, suggests that the first
excited state of 2 is reached via through-space electronic polari-
zation from the iodide counterion to the pyridinium ring, this is
further confirmed by Natural Bonding Orbital (NBO) analysis of the
molecule, that provided a localized description of the involved
molecular orbitals and allowed us to characterize this process as an
electronic n-t* transition.

The Molecular Electrostatic Potential Map (MEP) for compound
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Fig. 5. The solid state and equilibrium conformers of 1-[2-0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl|pyridinium iodide (2).

Fig. 6. Experimental (FT-IR/ATR, top) and computed (B3LYP/6-311G**, bottom) vibra-
tional spectra for 1-[2-oxo0-2-(2-pyridinyl)ethyl|pyridinium iodide (2).

2 is presented in Fig. 9 with the green and blue regions having the
strongest repulsion and attraction to negative potential, corre-
spondingly. It can be seen that not only the pyridinium ring and the
iodine counterion have a predominant contribution to the HOMO,
but also they hold most of the electronic density in the molecule.
Moreover, the methylene hydrogens show high electrostatic po-
tential, which helps explaining their remarkable acidity and thus

Fig. 7. Experimental FT-IR (ATR) vs computed (B3LYP/6-311G**) frequencies for 1-[2-
ox0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2).

Table 2
Electric dipole moment, linear polarizability and first order hyperpolarizability for
compound 2 (B3LYP/6-311G**).

Dipole moment, u First order

hyperpolarizability, §

Polarizability, a

Parameter D Parameter esu (x10724) Parameter esu(x10733)

iy _7.6710 e ~14.0224 Brx —885.1476
iy 7.9674 try 43863 Broy 114.4244
pz 13135 ayy ~17.4952 Bryy 366.8940
u 11.1377 ts 0.2859 Boyy ~147.9256
Qy; 0.7187 Bxxz —-161.6970

i _16.4646 Buye 62.5282

Qtor 24.4832 Byyz 205.4760

Bxzz 200.6097

By _96.7801

Brrs 243257

Brot 415.5692

the ability of the molecule to yield the corresponding enolate upon
deprotonation, which has been widely used as a Michael donor in
1,4-additions.

3. Conclusions

The molecular structure of 1-[2-o0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyr-
idinium iodide was studied using a combination of experimental
and theoretical approaches. The positive charge delocalized within
the pyridinium ring dictates its crystal packing, which is dominated
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Table 3
Experimental and TD-DFT calculated absorption maxima for pyridinium salt 2 and the cationic fragment [2-I]" employing the 6-311G(d,p) basis set (DMSO, nm).
Experimental B3LYP PBEO wB97X-D CAM-B3LYP MO06-2X LC-BLYP
[2-1]" - 288 271 242 236 238 229
2 450 414 379 316 316 329 258

Fig. 8. Frontier orbitals plots for 1-[2-oxo0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) at
the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory.

purification. Physical and spectral data for compound 2 is in good
agreement with that previously reported [25].
1-[2-0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl[pyridinium iodide (2). To a solution
of iodine (6.0 g, 23.8 mmol) in pyridine (35 mL) was added 2-
acetylpyridine (1) (2.7 mL, 23.8 mmol) and the mixture was
magnetically stirred under reflux for 2 h. The brown solid thus
formed was collected, washed with methylene chloride
(2 x 50 mL), coevaporated with toluene (3 x 20 mL) to remove
residual pyridine and dried in vacuo to yield 5.85 g (17.9 mmol, 75%)
of the title compound as a grayish crystalline solid. Melting point:
189—190 °C (Lit: 188—189) [25]. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-dg)
09.03(dd,J = 6.6,1.3 Hz, 2H, H-1), 8.88 (ddd, J = 4.8, 1.6, 1.4 Hz, 1H,
H-10), 8.74 (tt,J = 7.9, 1.3 Hz, 1H, H-3), 8.31-8.27 (m, 2H, H-2), 8.14
(td, ] = 7.6, 1.4 Hz, 1H, H-8), 8.07 (dt, ] = 7.6, 1.3 Hz, 1H, H-7), 7.84
(ddd, J = 7.6, 4.8, 1.3 Hz, 1H, H-9), 6.52 (s, 2H, H-4). 13C NMR
(100 MHz, DMSO-dg) 6 192.05 (C-5), 150.82 (C-6), 150.18 (C-10),

Fig. 9. Molecular Electrostatic Potential map for 1-[2-0x0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2) (B3LYP/6-311G**).

by ion-dipole contacts and w-7 stackings. Theoretical calculations
show that the molecule holds a moderate first order hyper-
polarizability (8) and that its electronic density is mainly located at
the pyridinium ring, with high electrostatic potential at the etha-
none hydrogens. This helped further understanding the acidity of
these nuclei and the readiness of the molecule to act as Michael
donor. Further studies dealing with comparing the stability of the
enolate formed upon deprotonating this pyridinium salt with that
of other Michael donors commonly used in the synthesis of poly-
pyridyl compounds are ongoing.

4. Experimental
4.1. General considerations

Reactions were performed under an atmosphere of nitrogen
(chromatographic grade) and monitored by TLC on pre-coated silica
gel plates (ALUGRAM SIL G/UV3s4) and spots were visualized by
exposure to a UVys54 lamp. Melting points were measured in a
Barnstead Electrothermal 9300 apparatus and are uncorrected. IR
experiments were registered in a PerkinElmer Spectrum 400
spectrometer. NMR experiments were recorded in DMSO-dg solu-
tion using a Varian MR-400 instrument; chemical shifts are relative
to the residual DMSO-d; signal, fixed on ¢ = 2.50 ppm for 'H and
6 = 39.52 ppm for 3C. HRMS data was acquired in an Agilent
Technologies MS TOF spectrometer. Starting materials were pur-
chased from commercial sources and used without further

146.96 (C-3), 146.75 (C-1), 138.81 (C-8), 129.91 (C-9), 128.36 (C-2),
122.92 (C-7), 67.18 (C-4). HRMS (ESI-TOF") m/z: [M*-I] Observed:
199.0869, required for C1oH12N20: 199.0866, error: 1.48 ppm.

4.2. X-ray crystal structure determination

Crystals of 1-[2-ox0-2-(2-pyridinyl)ethyl]pyridinium iodide (2)
suitable for single-crystal X-ray diffraction studies were obtained
by room temperature evaporation of a saturated solution of the
analyte in dimethyl sulfoxide.

The intensity data were collected on an Enraf Nonius Kappa
diffractometer with a CCD area detector (Amoks, = 0.71073 A,
monochromator: graphite) at 293 K. The crystals were mounted on
conventional MicroLoops.™ All heavier atoms were found by
Fourier map difference and refined anisotropically. All reflection
data set were corrected for Lorentz and polarization effects. The
first structure solution was obtained using the SHELXS-97 program
and the SHELXL-97 was applied for refinement and output data
[26]. All software manipulations were done under the WinGX
environment program set [27]. The programs Mercury 3.7 and
ORTEP-3 were used to prepare artwork representations [28,29].

CCDC 1500500 contains the supplementary crystallographic
data for this paper. These data can be obtained free of charge via
https://summary.ccdc.cam.ac.uk/structure-summary-form (or
from the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12, Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223 336033).
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4.3. Computational details

Theoretical calculations were performed within the framework
of the Density Functional Theory using the Gaussian 09W software
package [30]. The triple-{ 6-311G(d,p) polarized basis set was used
for all atoms including iodine [31,32]. Several functionals were
tested: B3LYP, PBEO, CAM-B3LYP and the long-range corrected
wB97X-D, LC-BLYP and MO06-2X. The popular B3LYP functional
yielded the most accurate prediction of the electronic and vibra-
tional spectra and was consequently used to perform the full set of
computations from the optimized geometry. Single-Point energies
were computed at the same level of theory. TD-DFT computation of
excitation energies were achieved in dimethylsulfoxide under the
Polarizable Continuum Model.
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CONTENU PRINCIPAL

CHAPITRE 1

Le Chapitre I se concentre sur 1'étude des nitrosyles de Ru" avec la formule générale cis(C1,Cl) et
trans(Cl,Cl)-[RuCly(R-tpy)(NO)](PF¢) (Diagramme 1) capable de libérer des radicaux NO® sous
irradiation lumineuse. Deux problémes principaux sont abordés: (1) La nécessité d'accroitre
l'efficacité de la libération de radicaux par absorption a deux photons, en termes d'efficacité “photo-
uncaging”, @, x arpy, ou Py est le rendement quantique de la libération de radicaux et opy est la
section efficace d'absorption a deux photons. (2) La nécessité d'une méthode synthétique appropriée
pour effectuer I'échange de ligands Cl—-OH dans les complexes susmentionnés, pour donner
naissance a des complexes ayant la formule frans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OH)(NO)](PFs) qui, dans
des études précédentes du groupe du Dr. Isabelle Malfant, s’est avéré étre stable dans 1'eau et donc

avoir des applications potentielles en milieu biologique.

PFs Cl PFg
R N—Ru—NO
7 |
Cl
¢is(C1,Cl)-[RuCI(R-tpy)(NO)I(PFs) trans(Cl,CI)-[RuCl,(R-tpy)(NO)I(PFe)

NO PFg

Ru—Cl

OH

trans(NO,OH)-[Ru(R-tpy)(CIl)(OH)(NO)](PFg)
Diagramme 1. Différentes sphéres de coordination du complexes de ruthénium explorées par notre

groupe de recherche.

Le Chapitre I est divisé en 4 sections principales : Contexte, Objectifs, Résultats et discussion,
et Conclusions. Le Contexte présente une revue de la littérature sur les thérapies impliquant

l'utilisation de la lumiére, avec un accent particulier sur la thérapie photodynamique (PDT) et la



photo-libération des radicaux NO', dans le contexte de la chimiothérapie photo-activée (PACT). Une
revue de 1'état de l'art de la PACT via la libération de NO" est également présentée, y compris les
résultats pour la libération de radicaux via l'absorption mono- et bi-photonique. Enfin, les limites
actuelles de l'application de cette thérapie dans un contexte clinique sont reconnues, ce qui souligne
la nécessité d'une plus grande efficacité du “photo-uncaging”, @y x orpy, ainsi que la nécessité de

méthodes de synthese adéquates pour obtenir des donneurs de NO' stables en milieu aqueux.

Le principal Objectif de ce chapitre était d'étudier l'influence de l'introduction du cycle thiényle
sur les propriétés photochimiques et photophysiques des nitrosiles de ruthénium de formule générale
cis(CLCl)-[RuCly(R-tpy)(NO)](PFs) et trans(Cl,Cl)-[RuCly(R-tpy)(NO)](PFs), ot R-tpy est un ligand
de type 2,2":6',2"-terpyridine (vide supra). Cette modification structurelle discréte, illustrée dans le
Diagramme 2, a été employée comme stratégie pour augmenter orp, sans modifier substantiellement
la masse moléculaire, essayant ainsi d'améliorer l'efficacité de la libération de radicaux, en termes de

@, x orpy, sans compromettre la perméabilité de la molécule dans les cellules tumorales.

Cl

Diagramme 2. Représentation simplifiée de la stratégie explorée au Chapitre I pour augmenter

l'efficacité de la libération des radicaux NO’ par absorption a deux photons.

Un deuxiéme objectif était de développer une stratégie synthétique appropriée pour 1'échange de

ligand CI—OH afin de donner naissance a l'espéce de formule #rans(NO,OH)-[Ru(R-



tpy)(CDH(OH)(NO)](PFs), au moyen d'une procédure qui n'implique pas la purification par HPLC des

produits de départ.

La section Résultats et discussion présente la conception, guidée par des calculs de structures
¢électroniques dans le cadre de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), de la structure des
complexes cibles. De cette manicre, nous avons congu un ensemble de nitrosiles de complexes
[Ru(NO)] avec des structures adéquates (Diagramme 3) pour évaluer l'effet du remplacement
structurel phényle — thiényle sur l'efficacité de la libération de radicaux, en évaluant l'effet de
l'introduction de ces hétérocycles dans les systémes avec des architectures donneur-accepteur (D-A)
et donneur-n-accepteur (D-n-A). Tous les complexes ont été synthétisés a partir de produits de départ
commerciaux, ce qui a impliqué de nombreuses étapes de synthése, en particulier pour les systémes

D-r-A.

Leur caractérisation chimique a ¢été réalisée par des techniques de RMN mono- et
bidimensionnelles, la spectroscopie infrarouge, la spectrométrie de masse, l'analyse élémentaire et la
diffraction des rayons X pour les échantillons cristallins. Les propriétés photophysiques de ces
composés ont été étudiées au moyen de la spectroscopie UV/Visible avec 'appui théorique des calculs

de TD-DFT au niveau CAM-B3LYP/6-31G*, réalisés par le Dr Pascal G. Lacroix.



"] PFg

PFs

Diagramme 3. Structure des complexes étudiés avec architecture donateur-accepteur (D-A) et

donateur-n-accepteur (D-m-A).

L'introduction d'anneaux thiényles dans les complexes [Ru(NO)] étudi¢ a eu une profonde
influence sur leurs propriétés photophysiques et photochimiques. Dans tous les cas, que le complexe
ait une architecture D-A ou D-n-A, le cycle thiényle a montré une participation décisive dans le
transfert de charge vers le fragment Ru-NO, qui s'est avéré sensiblement exaltée pour les systemes
D-A (thiényl-tpy-RuNO), accompagnée dans tous les cas par un décalage bathochrome de
A =30 - 60 nm, qui, comme le montre la Figure 1, a contribué a la formation de complexes avec des
architectures D-n-A (Fluorenyl-Thyenyl-RuNO) présentant une absorption intense de la lumiére
visible, une caractéristique trés intéressante pour des applications possibles en chimiothérapie photo-
activée (PACT), car elle empéche l'utilisation de la lumigre ultraviolette, potentiellement nocive, pour

produire la libération de NO'. Cet effet bathochrome nous a permis de démontrer de maniere



satisfaisante la libération du radical pour certains complexes en utilisant la lumicre

visible (A =490 nm).

Figure 1. Comparaison des spectres d'absorption (4x10~° M, acétonitrile) pour les complexes avec et
sans cycles thiényle. Cette petite modification du liant a considérablement augmenté le coefficient
d'extinction molaire des composés a la longueur d'absorption maximale et a produit un effet
batochromique de A = 65 nm. Ces caractéristiques sont directement associées a I'augmentation des

valeurs de o7p4 pour des composés dipolaires de type push-pull comme ceux-ci.

Apres cette étude, nous présentons le développement d'une voie synthétique adaptée pour réaliser
I'échange de ligands, CI—OH pour obtenir les complexes rans(NO,OH)-[Ru(R-
tpy)(CDH(OH)(NO)](PF¢) en évitant I'étape de purification fastidieuse et coliteuse au moyen de la
HPLC nécessaire pour isoler les complexes avec deux ligands chlorido précédemment mentionnés.
La méthode de synthése développée est montrée dans le Diagramme 4, qui part des ligands
terpyridinique (A) qui donnent naissance aux complexes B aprés traitement avec du trichlorure de
ruthénium. Une fois purifiés, ces complexes sont soumis a un bullage de NO® généré in situ par la
réaction entre l'acide nitrique dilué et le cuivre pour donner naissance aux complexes [Ru(NO)] C,

qui réagissent ensuite avec de 1'eau au reflux afin d'obtenir aux complexes (D) souhaités de manicre



sélective, qui peuvent étre isolés en grande quantité (300 - 500 mg) apres métatheése avec le NH4PF.
En outre, il a été découvert par hasard qu'un traitement a I'éthanol reflué produit I'échange de ligand
OH—OEt, de maniére quantitative. Cette labilité du groupe -OH, inconnue jusqu'a ces travaux,
pourrait permettre I'obtention dans le futur de dérivés intéressants en utilisant d'autres nucléophiles.
L'identité¢ de ces complexes a été corroborée sans équivoque par la Diffraction des Rayons-X sur

monocristal (Figure 2).

RUC|3 XHzo

—_—

EtOH

Diagramme 4. Route de synthéese pour les complexes #rans(NO,OH)-[Ru(R-

tpy)(C)(OH)(NO)](PFs) (D) et trans(NO,OEt)-[Ru(R-tpy)(CI)(OEt)(NO)](PF¢) (E).



Figure 2. Structures cristallines pour les cations des complexes rans(NO,OH)-[Ru(R-
tpy)(CDH(OH)(NO)](PF¢) (a) et trans(NO,OEt)-[Ru(R-tpy)(Cl)(OEt)(NO)](PF¢) (b). Pour plus de
clarté, seuls quelques atomes d'hydrogéne sont indiqués. Les ellipsoides thermiques sont dessinés

avec une probabilité de 50 % pour tous les atomes autres que I'hydrogéne.

La libération de NO* de tous les complexes a été démontrée a l'aide de différentes techniques.
Des exemples représentatifs sont présentés a la Figure 3. Dans la Figure 3a, la libération de NO* est
mis en évidence par l'utilisation du test de Griess qui consiste a observer un colorant azoique a forte
absorption a A = 548 nm, généré par la réaction de NO,~ (forme oxydée de NO°) par réaction in situ

avec de l'acide sulfanilique. Alternativement, la libération de NO" pourrait étre détectée directement



et quantitativement dans 1'eau par l'utilisation d'un capteur de NO® (Figure 3b), dans lequel le
chronoampérogramme résultant indique la concentration de NO® jusqu'a 125 nM. Enfin, la
spectroscopie EPR a permis d'observer directement le NO* greffé sur un complexe de piége a spin
[Fe''(MGD),] aprés une photo-libération induite par l'irradiation avec une lampe a Hg. Le signal triplet
résultant posséde un facteur g de 2,040 et une constante de couplage hyperfine de

an= 1,2 x 10" cm™!, qui sont en bon accord avec les valeurs rapportées dans la littérature (Figure 3c¢).

Figure 3. Expériences représentatives mettant en évidence la photo-libération de NO* (a) Evolution
des spectres électroniques montrant la formation du colorant azoique aprés irradiation a A = 365 nm
en présence du réactif de Griess. (b) Chronoampérogrammes de libération de NO*" aprés irradiation
dans I'eau a A = 365 nm par étapes de 15 s (fléches rouges) toutes les 110 s. (c) Signal triplet EPR
apres irradiation avec une lampe Hg (A > 400 nm) en présence du « spin trap » sélectif de NO*

[Fe''(MGD)s].



Le rendement quantique de la photolibération du NO® (Dno) de tous les complexes a été
déterminé, avec 1’obtention de valeurs variables (0.06 — 0.37) sous irradiation a A = 365 nm. Il est
difficile d'établir une tendance générale dans la ®no en raison de l'introduction de cycles thiényle
dans tous les composés étudiés. Cette difficulté a déja été constatée dans d'autres études de notre
groupe et peut répondre a plusieurs facteurs en raison du mécanisme complexe, encore controversé,
par lequel le radical est libéré. Malgré ces difficultés, il est important de noter que la moyenne de tous
les dérivés du cycle thiényle inclus dans ce travail a une valeur ®@no de 0,18 £+ 0,09 sous irradiation
dans l'acétonitrile & A = 365 nm, donc pour atteindre une efficacité @y x o7p4 de 100 GM, ces
molécules devraient afficher des valeurs de orpy = 370 - 1100 GM, ce qui, selon les rapports
précédents, pourrait probablement étre le cas pour certains des composés, en particulier pour les
systémes D-m-A qui ont des systémes pi-conjugués étendus.

Dans l'ensemble, les résultats de 1'étude des propriétés photophysiques et photochimiques des
séries de complexes avec les échanges de ligands Cl-OH—OEt, suggérent un transfert de charge
ligand —metal graduellement plus intense (CISOH<OELt) qui produit une meilleure rétrodonation
Ru—NO. II en résulte toutefois un renforcement du lien Ru-NO et une diminution du ®no. Ces
résultats montrent que pour maximiser le ®no, la présence de groupes électro-attracteurs (EAG) dans
la position trans-NO est plus favorable, ce qui, accompagné d'une conception de ligand tridenté qui
augmente Oppy, pourrait fournir des complexes a haut rendement en termes de @y X Orpy

(Diagramme 5).

Diagramme 5.



En Conclusion, il faut dire que l'introduction de cycles thiényle dans les nitrosils de ruthénium a
une influence importante sur le transfert de charge vers le fragment Ru-NO, améliorant clairement le
transfert de charge vers le nitrosyle, en particulier dans les systémes a architecture D-A. Cela a produit
des déplacements batochromes qui ont permis de démontrer la libération du radical dans certains
complexes sous irradiation a la lumiére visible (A = 490 nm), une caractéristique trés intéressante
pour des applications possibles en chimiothérapie photo-activée (PACT), puisqu'elle exclut
l'utilisation de la lumiére ultraviolette potentiellement nocive pour les tissus. Bien qu’un transfert de
charge renforcé ait produit dans certains cas des augmentations substantielles (jusqu'a 50%) du ®no
dues uniquement a l'introduction du thiényle, cela n'a pas été observé dans tous les cas, ce qui refléte

le mécanisme complexe impliquant la libération des radicaux.

De plus, une stratégie synthétique appropriée pour 1'échange du ligand chlorido CI-OH a été
développée avec succes pour la préparation des complexes de formule générale trans(NO,OH)-
[Ru(R-tpy)(CI)(OH)(NO)](PFs). Une libération efficace de NO" de ces espéces a été démontrée en
milieu aqueux a l'aide de diverses techniques, dont l'utilisation d'un capteur sélectif de NO*, qui a
indiqué la production de NO® en milieu aqueux a des concentrations supérieures a 100 nM, condition
indispensable pour induire les processus de mort cellulaire qui permettent, en principe, le traitement

du cancer avec ce type de complexe.



CHAPITRE 2

Le Chapitre 2 est divisé en 4 sections principales : Contexte, Objectifs, Résultats et discussion et
Conclusion. En toile de fond, une revue de la littérature est présentée sur les principes de la thérapie
par capture de neutrons par le bore (BNCT), un type de radiothérapie dans laquelle 1'énergie ionisante
est produite in situ dans la tumeur par fission des noyaux °B ; elle est suivie d'un examen des
principaux médicaments riches en bore qui ont été utilisés a ces fins, notamment les carboranes,
associations polyédriques de bore et de carbone, qui figurent parmi les candidats les plus prometteurs
(Diaggrame 6).

N
)

(neutrons

4 i
He + 'Li __ Mort cellulaire
Rayonnement y

Diagramme 6. Représentation simplifiée de l'utilisation des carboranes dans la thérapie de capture
des neutrons par le bore (BNCT). Les cellules riches en bore sont irradiées avec des neutrons de faible
énergie, ce qui produit la fission des noyaux de bore et la libération d'énergie ionisante (sous forme

de particules “He et de rayonnement y), entrainant ainsi la mort des cellules tumorales.

Premiérement, une bréve revue de la chimie des boranes et des carboranes est présentée, avec une
présentation des principales méthodes utilisées pour surveiller leur entrée cellulaire. On distingue
celles basées sur la Tomographie par Emission de Positons (TEP), par la fonctionnalisation des
grappes avec des radioisotopes ou, beaucoup plus récemment, celles basées sur l'incorporation de

fluorophores dans les carboranes, dont les exemples les plus représentatifs sont présentés avec un



résumé des résultats qu'ils ont montrés dans l'incorporation cellulaire in vitro. Parmi les fluorophores
qui ont été étudiés figurent les fluorures de bore-dipyrrométhyléne (BODIPY), des composés aux
propriétés photophysiques attrayantes et a la stabilité remarquable en milieu aqueux et dans une large
gamme de pH, qui en font de bons candidats pour les études de fluorescence dans les systémes
biologiques ; ceci introduit la chimie et la polyvalence de cette famille de fluorophores. Bien qu'une
grande diversité de carboranes fluorescents ait été signalée, montrant dans certains cas une
incorporation exceptionnelle dans les cultures de cellules HeLa et représentant donc de bons candidats
pour la surveillance cellulaire par fluorescence in vitro, l'incorporation cellulaire est généralement
imprévisible, de petites variations du carborane produisant des résultats totalement divergents, méme
dans de nombreux cas ou l'isomérisme présent dans la carborane est la seule différence structurelle,

ce qui a échappé a toute explication structurelle ou physico-chimique.

La plupart des régles empiriques pour la conception des médicaments, comme celles de Lipinski
et Ghoose, s'accordent sur I’importance du poids moléculaire et la lipophilie, en termes de coefficient
de partage octanol/eau (log P), comme facteurs critiques qui déterminent si un médicament pourra ou
non pénétrer dans la cellule. En tenant compte de cela, dans les Objectifs, nous présentons le groupe
de carboranes fonctionnalisées avec des BODIPY's cibles, ce qui nous permettrait d'évaluer 1'impact
de ces deux variables (poids moléculaire et log P) sur la perméabilité cellulaire. Les composés cibles
sont présentés dans le Diagramme 7, ou BODIPY-0-Me-CB et BODIPY-0-Ph-CB poss¢dent des
carboranes ortho-substitués; pour ces composés, on s'attend a ce que la variation du substituant R du
méthyle au phényle entraine une modification du poids moléculaire, sans altérer de maniére
significative d'autres parameétres. En revanche, lors du passage de BODIPY-0-Ph-CB a son méta-

isomére (BODIPY-m-Ph-CB), le poids moléculaire reste constant, mais une différence trés



importante est attendue dans ses moments dipolaires, ce qui devrait moduler sensiblement la valeur

du log P, selon des études antérieures sur la chimie des carboranes.

Carborane

R = CH3, BODIPY-0-Me-CB
R = CgHs, BODIPY-0-Ph-CB °
Qo

BODIPY-m-Ph-CB

BODIPY-Ref

Diagramme 7. Structure des composés cibles BODIPY -carborane.

Par conséquent, ces comparaisons pourraient nous aider a établir I'influence, spécifique de chacun
de ces parametres sur la perméabilité cellulaire des composés. Enfin, BODIPY-Ref, qui n'a pas de
carborane, a été inclus comme composé de référence pour établir si l'introduction du carborane a

produit au préalable un changement significatif de la perméabilité cellulaire.

La partie Résultats présente la synthése des fluorophores cibles (Diagramme 8), dans laquelle un
couplage Sonogashira a été utilisé comme étape clé entre BODIPY 1 et les carboranes 0-Me-CB, o-
Ph-CB m-Ph-CB et iodotoluéne. L'identit¢ de ces composés a été établie a 1'aide des techniques de
RMN de 'H, 1BC, "B et YF-RMN, ainsi que par la spectrométrie de masse a haute résolution.
L'attribution sans équivoque des signaux RMN 'H et '°C a été effectuée a I'aide de techniques RMN
bidimensionnelles, y compris des expériences de corrélation homonucléaire 'H-'H (COSY, NOESY)

et hétéronucléaire 'H-'*C (HSQC/HMBC).



BODIPY-o0-Me-CB
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BODIPY-0-Ph-CB
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X N\
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BODIPY-Ref
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Diagramme 8. Synthése des composeés cibles BODIPY-carborane. Réactifs et conditions
générales : (i) Pd(PPh3),Cl,, Cul, THF, EtsN, reflux.

11 a été possible d'obtenir des cristaux convenables pour la diffraction des rayons X en monocristal
pour les fluorophores cibles, corroborant ainsi sans équivoque leurs structures moléculaires (Figure
4). A l'exception de BODIPY-Ref, qui a cristallisé avec une seule molécule par unité asymétrique

(Z'=1), tous les autres BODIPY ont cristallisé avec Z'= 2 ; alors que dans le cas de BODIPY-0-Me-



CB, l'unité asymétrique est composée de deux molécules de fluorophore géométriquement proches,
BODIPY-0-Ph-CB ¢t BODIPY-m-Ph-CB cristallisées avec une molécule de fluorophore et une

molécule de n-hexane désordonnée, issues du processus de cristallisation.

Figure 4. Structures cristallines des fluorophores recherchés. Les ellipsoides thermiques sont dessinés
avec une probabilité de 50 % pour tous les atomes autres que 1'hydrogene. Pour plus de clarté, seule
une des molécules indépendantes sur le plan cristallographique est indiquée pour

BODIPY-0-Me-CB.

Les propriétés photophysiques des composés cibles ont été étudiées par spectroscopie UV-Visible
et fluorescence. Les résultats sont présentés dans la Figure 5 et le Tableau 1, ou I'on peut voir que,
bien qu'il y ait quelques variations dans les coefficients d'extinction et les rendements quantiques de
fluorescence (®f), la forme et les énergies associées aux transitions électroniques restent
pratiquement inchangées, quel que soit le substitut de carbone dans l'amas (méthyle/phényle) ou

l'isomére d'amas introduit, par rapport 8 BODIPY-Ref. D'autre part, les données de calcul et les



données expérimentales coincident bien avec l'observation de trois maxima d'absorption locale situés
autour de A = 500, 380 et 280 nm, qui, selon les calculs TD-DFT (M06-2X/6-31G**) sont associés a

des transitions de caractere HOMO-1—-LUMO et HOMO-1—LUMO+1, respectivement.

Figure 5. Spectres normalisés d'absorption (lignes pleines) et d'émission (lignes pointillées) dans

I'éthanol pour les BODIPY ciblées.



Tableau 1. Données expérimentales et calculées (M06-2X/6-31G**) de la spectroscopie UV-
Visible et de la spectroscopie de fluorescence pour les fluorophores cibles Les résultats théoriques

et expérimentaux ont été mesurés ou calculés dans I'éthanol.

UV-Vis TD-DFT Nem
@
Amax (nm) [¢ (M cm™)] Amax (nm) [ f] (nm)
BODIPY- 280 381 501 275 374 425
519 | 0.0068
Ref [94309] | [35036] | [137908] | [0.770] | [0.792] | [0.510]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0108
0-Me-CB | [127502] | [59536] | [178213] | [0.870] | [0.886] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 367 426
520 | 0.0120
0-Ph-CB | [53213] | [79293] | [69151] | [0.829] | [0.884] | [0.505]
BODIPY- 280 381 501 275 368 426
521 | 0.0060
m-Ph-CB | [114067] | [71390] | [163988] | [0.839] | [0.876] | [0.502]

® Obtenu par irradiation a A = 450 nm, en utilisant la Rhodamine B comme étalon avec ®r = 0.5

La distribution subcellulaire des fluorophores a été étudiée dans des cultures de cellules HeLa en
utilisant la microscopie confocale avec des lectures dans les canaux vert (Aexe = 486 nm, Aem= 500
nm) et rouge (Aexe = 535 nm, Aem = 610 nm). Comme le montre la Figure 6, BODIPY-Ref et BODIPY-
m-Ph-CB présentent les meilleures caractéristiques de perméabilité et de localisation dans cette
lignée cellulaire ; Il est important de souligner que, puisque les deux fluorophores présentent les
valeurs ®rles plus faibles, la présence d'une intensité fluorescente plus élevée dans leurs microscopies
implique nécessairement une efficacité beaucoup plus élevée dans l'incorporation au milieu
intracellulaire, par rapport aux dérivés ortho- (BODIPY-0-Me-CB et BODIPY-0-Ph-CB), qui ont

été observés expérimentalement comme une forte agglomération (nucléation) a la surface des cellules.



Le Tableau 2 indique les masses moléculaires, les coefficients de partage (log P) octanol/eau et
les moments dipolaires pour les fluorophores étudiés ; ces paramétres ont ét¢ déterminés dans
l'intention de fournir une explication aux comportements divergents présentés par ces molécules, en
tenant compte du fait que plusieurs régles empiriques coincident dans ces parametres comme étant
déterminantes pour la perméabilité ou non d'un médicament a travers le milieu intracellulaire, les
molécules a forte lipophilie et a faible masse moléculaire étant favorisées. D'aprés les données
présentées pour les composés étudiés, il est évident que dans ce cas, la masse moléculaire n'a pas joué
un role décisif, puisque BODIPY-0-Ph-CB ¢t BODIPY-m-Ph-CB, de masses identiques,
présentaient des perméabilités trés différentes. Le paramétre qui a joué un role décisif dans le groupe
de fluorophores étudié est le log P, puisque les composés ayant les valeurs les plus élevées (BODIPY-
Ref et BODIPY-m-Ph-CB) ont montré les perméabilités les plus élevées vers l'intérieur de la cellule,
ce qui peut s'expliquer raisonnablement comme la conséquence d'une meilleure interaction avec les
bicouches lipidiques qui forment les structures membranaires dans les cellules, avec lesquelles cette

paire de fluorophores hydrophobes aurait une plus grande affinité.



Figure 6. Microscopie confocale de cellules HeLa vivantes traitées avec (a) BODIPY-Ref
(b) BODIPY-m-Ph-CB (c) BODIPY-0-Me-CB et (d) BODIPY-0-Ph-CB a une concentration de10
IM. Les images ont été prises apres 30 minutes d'incubation et ont €té obtenues en superposant les

canaux verts (Aexe = 486 nm, Aem= 500 nm) et rouge (Aexe = 535 nm, Aem = 610 nm).

D'un point de vue structurel, les différences de log P pour tous les fluorophores sont en corrélation
satisfaisante avec les changements de leurs moments dipolaires. Plus le moment dipolaire est grand,
plus le log P y con ello la lipofilicidad del fluoroforo y su permeabilidad celular. De manicre
remarquable, ces observations constituent une preuve supplémentaire pour expliquer les auto-
assemblages divergents dans les structures cristallines de BODIPY-m-Ph-CB et de son ortho-
isomeére, pour le premier desquels une affinité pour une molécule de n-hexane (non polaire) a été

trouvée, qui est absente dans son ortho-isomere.



Tableau 2. Coefficients de partage (log P), les moments dipolaires (u) et les masses moléculaires

pour les fluorophores cibles.

Masse moléculaire

log P * n (D)°
(Da)
BODIPY-Ref 0.324 8.29 383.21
BODIPY-0-Me-CB -0.166 10.07 538.46
BODIPY-0-Ph-CB -0.211 8.22 600.52
BODIPY-m-Ph-CB 0.677 4.86 600.52

“Obtenu en utilisant un protocole de partage octanol/eau. ° Calculé au niveau théorique

MO06-2X/6-31G(d,p).

En Conclusion, l'efficacité de I'entrée cellulaire et la localisation subcellulaire d'un ensemble de
carboranes fonctionnalisés avec un dipyrrométhyléne de bore (BODIPY) ont été étudiées par
microscopie confocale dans des cellules HeLa vivantes, montrant des comportements nettement
divergents pour des molécules structurellement similaires. La justification de ces différences a été
fournie par une caractérisation structurelle et physico-chimique détaillée de ces grappes, appuyée par
une combinaison de mesures expérimentales et de calculs théoriques DFT. Dans I'ensemble, nos
résultats montrent que les différences de revenu cellulaire et de distribution subcellulaire des
fluorophores proviennent d'une variation significative de leurs moments dipolaires et de leurs
coefficients de partage, ce qui module la capacité de ces molécules a interagir avec les

microenvironnements lipophiles des cellules.



Conception, synthese et étude photochimiques de complexes de ruthénium nitrosyle et
de composés carborane-BODIPY pour des applications potentielles comme agent
thérapeutique et l'imagerie cellulaire

La chimiothérapie photo-activée (PACT) est une approche thérapeutique basée sur la libération
photo-induite d'une molécule toxique capable de produire la mort cellulaire. Comme la toxicité de la
molécule est déclenchée localement par la lumicre, la PACT offre un moyen élégant de détruire les
cellules cancéreuses sans endommager les tissus sains avoisinants. Dans ce contexte, notre groupe de
recherche a mis au point des complexes de ruthénium nitrosyle (RuNO) a ligands polypyridines,
capables de libérer du NO’ par absorption a deux photons. Ainsi, dans le Chapitre I, aprés avoir passé
en revue 1'état de l'art de ce type de thérapie, 1'évaluation de l'influence de l'introduction d'un cycle
thiényle dans le ligand polypyridine est décrite comme une stratégie pour améliorer la section efficace
d'absorption de deux photons. Le Chapitre II se concentre sur la thérapie de capture des neutrons par
le bore (BNCT), un type de radiothérapie dans laquelle l'énergie ionisante qui produit la mort
cellulaire est générée par la fission des noyaux '°B aprés irradiation avec des neutrons de faible
énergie. Comme la mort cellulaire est limitée aux cellules enrichies en bore, la BNCT permet de
traiter sélectivement les tumeurs, en minimisant les dommages aux tissus sains avoisinants. En raison
de en raison de sa forte teneur en bore, les carboranes (associations polyédriques bore-carbone) sont
des candidats idéaux pour la BNCT. Aprées une analyse compléte de 1'état de 1'art de la BNCT, nous
présentons la synthése, la caractérisation chimique et photochimique, et 1'étude de I'entrée des cellules
HeLa pour un groupe de carboranes fonctionnalisés avec les fluorophores BODIPY. Les résultats
montrent que la lipophilie et le moment dipolaire ont une influence importante sur la facilité avec
laquelle les fluorophores étudiés pénétrent dans le milieu intracellulaire, fournissant ainsi une
explication a la perméabilité cellulaire divergente que ce type de composés présente habituellement.

Mots-clés: carborane, ruthénium, nitrosyl, terpyridine, PACT, BNCT

Design, synthesis and photochemical study of ruthenium nitrosyls and BODIPY-
carborane conjugates for possible applications in cell imaging and therapy

Photoactivated chemotherapy (PACT) is a therapeutic approach based on the photo-induced release
of a toxic molecule capable of producing cell death; as the toxicity of the molecule is triggered locally
by light, PACT provides an elegant way to destroy cancer cells without damaging nearby healthy
tissues. In this context, our research group has been developing ruthenium nitrosyl complexes
(RuNO) with polypyridyl ligands which are capable of releasing NO® via two-photon absorption
(TPA). In Chapter I, after reviewing the state of the art of PACT, the evaluation of the influence of
the introduction of a thienyl ring in the polypyridyl ligand is described as a strategy to improve the
two-photon absorption cross sections of the complexes. Chapter II focuses on Boron Neutron Capture
Therapy (BNCT), a type of radiation therapy in which the ionizing energy that produces cell death is
generated by the fission of '°B nuclei after irradiation with low energy neutrons. Because cell death
is restricted to boron-enriched cells, BNCT provides the ability to selectively treat tumors, minimizing
damage to nearby healthy tissues. Due to their high boron contents, carboranes (polyhedral carbon-
boron clusters) are ideal candidates for BNCT. After a comprehensive analysis of the state of the art
of BNCT, we present the synthesis, chemical and photochemical characterization, and the study of
cell entry on HeLa cells for a group of carboranes functionalized with BODIPY fluorophores. The
results show that lipophilicity and the dipole moment have an important influence on the ease with
which the fluorophores studied permeate to the intracellular media, thus providing an explanation for
the divergent cellular permeability that this type of compounds usually show.

Keywords: carborane, ruthenium, nitrosyl, terpyridine, PACT, BNCT
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