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RESUMEN

En los ultimos afios la terapia fotodinamica (TFD) esta ganando un gran interés por su
gran eficacia en el tratamiento especifico de canceres como el de piel o garganta entre
otros. Esta terapia presenta gran selectividad y control espacial que permite minimizar
muchos efectos secundarios, por lo que es altamente demandada. Los compuestos de Ir'™
han demostrado tener grandes capacidades como fotosensibilizadores (FSs) en TFD. Con
el objetivo de desarrollar y sintetizar compuestos ortometalados de Ir'"" que puedan ser
utilizados tanto en bioimagen como en TFD, se ha llevado a cabo la sintesis de complejos
de iridio cationicos del tipo [Ir(ppy)2(N"N)2] donde N”N representa los ligandos N-
dadores bidentados con cromoforo sintetizados. Se han utilizado este tipo de ligandos ya
que la coordinacion bidentada de estos con el iridio se prevé que sea robusta, ademas el
ligando de partida que utilizaremos puede formar una unién fuerte del tipo tiourea entre

¢l y los cromoforos organicos.

En detalle, se sintetizaran tres ligandos, formados todos a partir de la 5-amino-1,10-
fenantrolina a la cual se ha unido a través su grupo amina, el grupo isotiocianato de 3
cromoéforos organicos distintos. Posteriormente se evaluaran las propiedades foto-fisicas
de los complejos mediante espectroscopia de emision y absorcion UV-vis. También se
han llevado a cabo estudios bioldgicos para comprobar el posible uso de los complejos
en terapia fotodinamica, midiendo su citotoxicidad en ausencia y presencia de radiacion.
Los resultados muestran que tanto un complejo formado como la 5-amino-1,10-
fenantrolina son muy citotoxicos ain en ausencia de radiacion lo cual impide su uso
fototerapéutico. Adicionalmente, debido a su poca intensidad de emisidon tampoco serian
utiles como agentes de bioimagen. También, se muestra la dificultad experimental en
mantener intacto el enlace tipo tiourea cuando se procede a la coordinacion N-bidentada
de los ligandos NN al Ir'"!. Se discutiran los distintos problemas y soluciones que se
dieron para abordar la sintesis de los complejos.




ABSTRACT

Over the last few years, photodynamic therapy (PDT) has gained a great interest in the
treatment of skin cancer and throat cancer, among others. This therapy is selective and
presents spatial control that minimizes many side effects, so it is highly demanded. Ir'"
compounds have been shown great capabilities as PSs in PDT. The aim of this work is to
develop and synthesize ortometallated Ir'"! compounds that can be used in both
bioimaging and therapy. Therefore, the synthesis of cationic iridium complexes of the
type [Ir(ppy)2(N"N)2] where NN represents the synthesized N-donor bidentate ligands
that contain an organic chromophore, bonded through a thiourea moiety, has been carried
out. These types of ligands have been used as their both, bidentate coordination with

iridium and the chromophore thiourea binding are expected to be robust.

In particular, three ligands will be synthesized, all starting from 5-amino-1,10-
phenanthroline, and three isothiocyanate organic chromophores derivates to form the
thiourea quelates N*N. Thereafter their coordination to the Ir'" metal center, evaluation
of the photophysical properties using an UV-visible absorption and emission
spectroscopy will be performed. Biological studies have also been carried out to test the
possible use of the complexes in photodynamic therapy via cytotoxicity assays in
presence and absence of irradiation. The results show that a complex formed and 5-
amino-1,10-phenanthroline are highly cytotoxic even in absence of radiation, which
prevents their therapeutic use. In addition, they are not useful as bioimaging agents due
to their low emission intensity observed by fluorescence spectroscopy. Also, the
experimental difficulty for maintaining the thiourea bond intact when the NN ligand is
coordinated to the Ir'" residue is highlighted.




1. INRODUCCION

El objetivo final en el desarrollo de farmacos es disefiarlo de tal forma que ejerza el maximo
beneficio posible en el tejido objetivo produciendo los minimos efectos secundarios en el resto
del organismo. Sin embargo, esto no siempre es posible y los efectos secundarios son habituales
en la mayoria de los farmacos, sobre todo cuando hablamos de farmacos para el tratamiento del
cancer. Dentro de las distintas terapias existentes para dar solucion o mitigar los efectos nocivos
de esta enfermedad, se encuentra la terapia fotodinamica (TFD). La TFD se basa en el uso de
compuestos o profarmacos que se activan mediante el uso de luz. Estos compuestos son conocidos
como fotosensibilizadores (FSs) y su actividad terapéutica es muy localizada, ya que unicamente
gjercen su accion citotoxica en aquellos lugares donde se le aplica la irradiacion localizada de luz,
minimizando asi los efectos secundarios. Hay que tener en cuenta que los FS no deben ser toxicos
en ausencia de luz ya que sino la TFD careceria de la selectividad y ausencia de efectos
secundarios necesaria.

En la TFD, al paciente se le suministra el FS no activo mediante diferentes vias (sistémica,
intravenosa, etc) la via de administracion dependera de la enfermedad. A continuacion, se permite
a la FS acumularse en todo en cuerpo, tanto en tejidos sanos como los no sanos. Una vez que
alcanza el maximo de concentracion en el tejido no sano, el FS se activa mediante la irradiacion
localizada con una luz de una longitud de onda especifica. De la longitud de onda irradiada
dependera su capacidad de penetracion en el tejido, siendo esta penetracion mayor cuanto mayor
es la longitud de onda y permitiendo el tratamiento de tumores mas grandes y profundos (cuanto
mas pueda penetrar en el tejido sin dafiarlo, més efectivo sera el FS).!
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Figura 1. Rango de penetracion en los tejidos dependiendo de la longitud de onda.

Tras la irradiacion, el fotosensibilizante (FS) que absorbe la luz se excitara a un estado excitado
singlete ('FS*), este estado puede desactivarse mediante conversion interna o puede producir una
relajacion radiactiva dando fluorescencia. También puede ocurrir un cruce intersistemas que
genere un estado excitado triplete (*FS*), debido a la naturaleza de espin prohibido de este proceso
el estado excitado triplete puede ser muy duradero. La combinacion de este estado triplete con la
presencia de oxigeno en estado de minima energia (*0,) generara las especies que produciran los
dafios en la célula.’




Estas especies se pueden generar mediante dos tipos de procesos, el tipo I en el cual se produce
una transferencia electronica para producir especies reactivas de oxigeno (ROS) a partir de O», 0
el tipo II donde se produce la transferencia electrénica para producir 'O, a partir del *O,. Los PS
aprobados producen citotoxicidad a partir del proceso de tipo II mayoritariamente. Una vez
producido el !0 0 las ROS, las células seran dafiadas por oxidacion lo cual conducira a la muerte
celular, normalmente mediante una via apoptdtica.’
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Figura 2. Mecanismo de accion de la terapia fotodinamica (TFD).?

Dentro de este contexto, los complejos metalicos juegan un papel importante en la aplicacion
de la quimica inorgénica en la terapia o diagnostico de enfermedades, actuando como FS. La
razon por el cual el uso de los metales de transicion (MT) en TFD es cada vez méas demandado se
debe a que cumplen varios requisitos esenciales como FS: absorcion de luz eficientemente en la
region del visible y eficiente y rapida poblacion de los estados excitados tripletes debido a que la
presencia del metal que favorece el acoplamiento espin-orbita, esto ultimo conduce a altos
rendimientos en la generacion de oxigeno singlete. A diferencia de la mayoria de los organicos
utilizados en TFD, los complejos de MT son generalmente fotoestables bajo iluminacién
prolongada de fotones lo que permite el reciclaje prolongado del FS y, por tanto, una reduccion
de la dosis general de FS necesaria. Ademas, afiadido a todas las propiedades fotofisicas
mencionadas hay que destacar la relativa facilidad sintética y la gran cantidad de ligandos que se
puede utilizar, lo cual permite adaptar las caracteristicas fotofisicas a nuestras necesidades.

Dentro de la gran cantidad de metales que se incluyen en los MT los que mejores propiedades
presentan para ser seleccionados como FS son los siguientes: Ru", Os", Ir'", Pt' y Re!.!

Concretamente los estudios recientes en quimica médica han demostrado que los compuestos
de Ir'"" poseen una actividad anticancerigena muy prometedora. El iridio tiene la capacidad de
mostrar un estado de oxidacion variable y una estabilidad cinética en el sistema bioldgico,
ademas, tiene una amplia reactividad y pueden formar un gran numero de estructuras haciendo
uso de rutas sintéticas bien establecidas. Otra ventaja que tienen los compuestos de iridio es la
relativa facilidad para disefiar complejos solubles en agua lo que favorece su uso como FS.
Ademas, tienen una buena actividad antiproliferativa in vitro/in vivo.

En los ultimos afios, los complejos organometalicos de iridio han sido ampliamente estudiados
como anticancerigenos. Entre otros mecanismos de accion vistos para este tipo de compuestos
destaca la posibilidad de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que les permite inducir la
apoptosis celular actuando sobre las mitocondrias y el ADN.*
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Figura 3. Mecanismo del efecto de complejos de Ir'" sobre células tumorales.

Hasta ahora habiamos visto la parte terapéutica de la TFD, pero para que los PSs sean
localizados en el organismo necesitan también poder ser observados y tener propiedades
luminiscentes. Para ello nosotros nos centraremos en el uso de cromoforos organicos como
agentes de visualizacion y el uso de la microscopia de fluorescencia como técnica de bioimagen.
La microscopia de fluorescencia es una de las técnicas mas utilizadas en biologia debido al gran
avance en los ultimos afios tanto en la mejora de opticas confocales asi como en el desarrollo de
nuevos fluoréforos. Comparadas con otras técnicas de bioimagen la microscopia de fluorescencia
tiene ventajas como las de no necesitar exposicion a la radiacion, tener un bajo coste, portabilidad,
alta resolucion y adquisicion de imagenes en tiempo real. Los cromoéforos organicos han sido
ampliamente usados como agentes de visualizacion. Entre ellos cabe destacar moléculas como
derivados de fluoresceina, rodamina, BODIPY, acridinas, cianinas, etc, que se pueden
funcionalizar con distintos grupos para que puedan unirse a distintas moléculas y asi actuar como
antena fluorescente y permitir su visualizacion.

En concreto, el isotiocianato de fluoresceina, que es un derivado de la fluoresceina del grupo
de los cromoéforos derivados de xanteno, tiene un amplio rango de aplicaciones, especialmente en
la microscopia de inmunofluorescencia. Este compuesto con un grupo isotiocianato lo convierte
en reactivo frente a nucleofilos como pueden ser grupos amino y sulfhidrico de las proteinas. El
isotiocianato de fluoresceina tiene un buen rendimiento cuantico ya que la mitad de los fotones
absorbidos se emiten en forma de luz fluorescente.’
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Figura 4. Xanteno y su derivado: isotiocianato de fluoresceina, usado como croméforo
organico.




2. OBJETIVOS

Como hemos mencionado anteriormente los complejos de Ir'! tienen un futuro muy
prometedor como agentes antitumorales, por ello nosotros nos dedicaremos al desarrollo y sintesis
de compuestos ortometalados de Ir'™" que puedan ser utilizados de forma dual en imagen y terapia
fotodinamica). Es decir, prepararemos compuestos con una fraccion luminiscente (imagen) y una
fraccion que puede actuar como FS (terapia), ver Figura 5.

Para conseguirlo combinaremos fragmentos metalicos de Ir'!, potencialmente activo en

terapia, con cromoéforo orgéanico de forma que nos ayude a visualizar dicho fragmento mediante
técnicas de microscopia por fluorescencia. El puente de union entre el fragmento metalico y el
cromoforo serd a través de un grupo tiourea.

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Sintetizar una serie de ligandos tiourea bidentados (N*N) usando como molde la 5-
amino-1,10-fenantrolina, y distintos cromoéforos organicos derivados de
isotiocianato.

2. Sintetizar complejos de Ir"™: [Ir(C"N)2(N*N),] donde C”N es el ligando 2-
fenilpiridina (ppy), NN los distintos ligandos tiourea bidentados.

3. Caracterizar los complejos obtenidos mediante técnicas espectroscopicas como la
resonancia magnética nuclear de proton ('H-RMN), de carbono (*C-RMN),
bidimensionales de correlacion mononuclear COSY-'H'H y heteronuclear HSQC-
]H/13C.

4. Analizar las propiedades Opticas de los complejos formados mediante espectroscopia
UV-visible y de emision.

5. Analisis de las propiedades citotdxicas en presencia y ausencia de radiacion mediante
el ensayo MTT, asi como de su capacidad como agente de visualizacion por técnicas
de microscopia de fluorescencia.
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H H
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Figura 5. Esquema de los complejos de Ir'™ con la parte cromofora y el fragmento

metalico unidos.




3. RESULTADOS Y DISCUSION

La idea principal es desarrollar complejos de Ir'!!

que posean la capacidad de actuar como
fotosensibilizadores en terapia fotodinamica y al mismo tiempo puedan usarse como sondas de
visualizacion para la localizacion del tumor mediante la emision fluorescente. En ambos casos
necesitaremos irradiar radiacion de una longitud de onda especifica para que se produzca el efecto
deseado, por tanto, lo ideal es que la longitud de onda que produce cada efecto este bien
diferenciada. De modo que podremos seleccionar la funcion que queramos darle en cada momento
(terapéutica o de biodistribucion). Para ello debemos unir fragmentos que posean propiedades
fotofisicas bien diferenciadas como van a ser complejos ortometalados de Ir', que poseen la

capacidad de actuar como FS, y cromoforos organicos, los cuales pueden usarse para bioimagen.

Concretamente, en este Trabajo de Fin de Grado, los complejos de Ir'™

son del tipo de los mostrados anteriormente en la Figura 5. En ellos el metal estd coordinado a

que queremos sintetizar

dos ligandos 2-fenilpiridina (ppy) de forma bidentada, mediante el nitrégeno piridinico y un
carbono del anillo fenilo (N*C). Los cromo6foros que usaremos se coordinaran a la 5-amino-1,10-
fenantrolina a través de su grupo amino y esta se unird al metal de forma quelato mediante sus
dos nitrogenos piridinicos (N*N). De esta forma completaremos la hexa-coordinacion que ofrece
el Ir'"". La parte de nuestro complejo que contendra las propiedades terapéuticas sera el Ir
coordinado a los tres ligandos bidentados, mientras que las propiedades de bioimagen las ofrecera
el cromoforo organico unido a la fenantrolina. Se espera poder activar dichas propiedades de
visualizacion y terapéuticas por separado puesto que cada fragmento tiene unas propiedades
opticas localizadas en distintas partes del espectro visible, naranja rojizo para el fragmento

metalico y verde-amarillento para el cromo6foro orgéanico.

Para la obtencion de los compuestos se comenzd con la sintesis de los ligandos tipo N*N los
cuales llevaran unido el cromdforo organico a través de un conector tipo tiourea.

3.1. SINTESIS DE LOS LIGANDOS

Se sintetizaron 3 ligandos N-dadores polidentados distintos, todos ellos partiendo de 5-amino-

1,10-fenantrolina (5-am-phen) a la cual le agregamos un grupo cromoforo organico. La estrategia
seguida para la sintesis de los ligandos finales L, L, y L3 se basa en la formacion de tioureas,
partiendo de un croméforo funcionalizado con un isotiocianato y el ligando diimina conteniendo
una amina. En concreto el carbono del grupo isotiocianato posee carga parcial positiva ya que se
encuentra entre dos 4tomos de mayor electronegatividad, como son el nitrégeno y el azufre, por
tanto, actuara como electréfilo y reaccionara con el grupo amino de la S5-am-phen que es
nucleofilo, formandose asi un grupo tiourea que actuara de puente. Esta union nos permitia una
gran versatilidad ya que los nitrogenos piridinicos de la 5-am-phen seguian libres para poder
coordinarse de forma bidentada con el Ir', Siguiendo esta estrategia sintetizamos el ligando Ly,
posteriormente el L, y finalmente el L3, Figura 6.
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Figura 6. Ligandos sintetizados.

Por tanto, comenzamos con la sintesis del ligando L, para ello utilizamos una mezcla de DCM
y EtOH como disolventes, en dicha mezcla agregamos y disolvimos la 5-am-phen, y después
afladimos lentamente, en ligero exceso, el reactivo comercial 3,5-bis(trifluorometil)fenil
isotiocianato. Dejamos agitando la reaccion a temperatura ambiente, al cabo de 30 minutos
aparecio un precipitado blanco, la reaccién se mantuvo en agitacion durante 12 h. Pasado este
tiempo el s6lido blanco obtenido se filtrd y se secod a vacio obteniendo asi un polvo muy fino. El
rendimiento de esta reaccion fue del 74,85%.

En segundo lugar, se llevo a cabo la sintesis del ligando L», siguiendo un procedimiento
analogo al de la sintesis del L; y obteniéndose también el producto deseado como un s6lido blanco
y un buen rendimiento de reaccion, 63,84%.

Como podemos observar en la Figura 7, aparecen dos sefiales en torno a 10 ppm en los
espectros de nuestros productos, estas sefiales corresponden a los protones unidos a los nitrogenos
que forman el puente, lo cual confirma que la reaccion se ha llevado a cabo correctamente.
Ademas, la integracion total es de 12 (L) y 13 (L) protones, la cual coincide con el nlimero de
hidrégenos de las moléculas, lo cual el éxito de la reaccion. Podemos observar también el
desplazamiento que se produce en las sefiales de la 5S-am-phen como consecuencia de la insercion
de los derivados fenilicos, Figura 7. Es especialmente 1lamativo el desplazamiento sufrido por el
proton H(4) de unos 7 ppm en la 5-amoni-fen a unos 8 ppm en L1 y L2 debido a la presencia
ahora del anillo Ph conteniendo grupos CF3 que retiran carga .

DMRO6-AF.1.fid
3
1,6 3
g O 3
) _ LA L
AS9-C1.10.fid 4 2,6
2
1,7 35
8 9 FH H? 2
I M I
\ Il \‘.u“‘
AS6-C1.10.fid
1
10, 11
1,7 3 ST 4 t
FL\ ,
8 9 i QH\ ‘

T T T T r T T T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

Figura 7. Espectros de 'H-RMN de 5-amino-1,10-fenantrolina y los ligandos Ly L.
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En tercer lugar, se sintetizo el ligando L3, siguiendo un procedimiento ligeramente diferente.
En este caso se us6 THF como disolvente (seco y desoxigenado), en el cual se disolvio la 5-am-
phen y el isotiocianato de fluoresceina. Este compuesto tiene dos isdmeros como vemos en la
Figura 8, nosotros usaremos el isomero 1.

HO O (0] ‘ OH HO l o l OH
i O
(0] O

NCS
SCN
Isémero 1 Isémero 2

Figura 8. Isomeros del isotiocianato de fluoresceina.

La reaccion se realizo usando atmosfera inerte de argon y se dejo agitando en un reflujo de 70
°C durante 72 horas. Pasado este periodo se observo un precipitado de color naranja, el cual se
filtro y seco a vacio lavandolo con THF frio y éter. El rendimiento de esta reaccion fue 73,07%.

Como vemos en los RMN de H mostrados en la Figura 9, al igual que en el caso de los ligandos
L1y La, en este, también aparecen dos sefiales nuevas en 10,38 y 10,30 ppm, correspondientes a
los dos H que enlazan con los nitrogenos que forman el enlace tiourea. La aparicion de estas
sefales confirma la formacion de nuestro producto, asi como la integracion de las sefiales en la
zona aromatica (20H) y los desplazamientos que sufren las mismas.
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Figura 9. Espectros de '"H-RMN d'émg:amino-1,10-fenantrolina, isotiocianato de
fluoresceina y el ligando Ls.
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Hay que destacar que antes de conseguir sintetizar estos ligandos se intent6 la reaccion de 5-
amino-1,10-fenantrolina con el fenil-isotiocianato. Para la sintesis de ligando se siguid un
procedimiento que consiste en disolver ambos compuestos en etanol y dejarlos refluir bajo
atmosfera de argon durante 5 h. Pasado este tiempo hicimos 'H-RMN del medio de reaccion y el
resultado obtenido fue que no se habia producido reaccion entre los compuestos. Pensamos que
la causa de que no se produjera la sintesis fue la falta de electrofilia en el carbono del isotiocianato,
por tanto, decidimos volver a intentar la reaccion, pero esta vez usando compuestos con grupos
atractores de densidad electronica en el benceno, como el: -CF3, de esta forma lograriamos
aumentar la electrofilia en el carbono para que se produjera el ataque nucleofilico de la amina, lo
cual se consigui6 con la obtencion de Ly y La.

3.2. SINTESIS DE LOS COMPLEJOS

Los complejos que queremos sintetizar se forman siguiendo el esquema que se puede
observar en la Figura 10:

| ~ ®
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Iy, l \\‘\\\CIH/,”' " 1, I K ‘\\\N
I \ / 17 * e Cl ©
[ | N - | ™~
N N
| X z | Cromoforo N
P N
Dimero de partida L1/L2/L3 )
) Compuesto final
Complejo A

Figura 10. Esquema sintético para la obtencion de los compuestos finales.

Por tanto, lo primero que tenemos que hacer para formar los complejos finales una vez
obtenidos los ligandos L1, L, y L3 es sintetizar el dimero de partida. Este dimero de férmula:
[Ir(ppy)2(u2-C1)]2 tiene dos ligandos ppy coordinados a cada Ir'! de forma bidentada mediante el
nitrogeno piridinico y un C del anillo de benceno. Los iridios no estan unidos mediante un enlace
metal-metal, sino que lo estan mediante dos cloruros que actuan como puente entre ambos. De
forma que tenemos un complejo dimero en el que cada iridio tiene carga +3, es decir son d°, en
donde el numero de electrones de valencia en la esfera de coordinacion de cada metal es de 18
por lo que cumplen la regla del nimero atomico efectivo (NAE).

Para sintetizar el dimero (A) seguimos el método propuesto por S. Sprouse y colaboradores.®
Asi pues, hacemos reaccionar IrCls hidratado y ppy en proporcion 1:2 disolviéndolos en una
mezcla de etoxietanol y agua (3:1). Obtuvimos una suspensién marron oscura que se dejo agitando
a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo se formo un sélido amarillo que se filtro a vacio y
se lavo con etanol y acetona frios. A continuacion, el solido se disolvio en DCM para limpiar las
posibles impurezas mediante filtracion por gravedad. Finalmente, la disolucion se lleva a
sequedad obteniendo un so6lido amarillo con un rendimiento del 64,08%. Este compuesto se ha
caracterizado unicamente con RMN de proton puesto que se encuentra descrito en la bibliografia.
En este espectro se observa perfectamente la equivalencia de los protones de los dos ligandos
ortometalados debido a la simetria del complejo A.

Una vez formado el dimero A se procede a hacer su reaccion con cada uno de los ligandos
sintetizados; L1, L2 y L3 para la obtencion de los complejos deseados, cuyo tipo esta ilustrado en
la Figura 5.
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La primera reaccion que intentamos fue la del A con L;. Para ello, usamos una mezcla
DCM/MeOH (secos y desoxigenados), como disolvente. La reaccion se realizé usando atmoésfera
de argon y refluyendo durante 7 h. Transcurrido ese tiempo, el color de la disolucion se tornd de
amarillo a naranja y la adicion de dietiléter promovio la precipitacion de un sélido amarillo-
naranja que se filtré y a vacio y se lavo con mas dietiléter. Para purificar nuestro producto se
realiz6 una cromatografia en columna de silica gel usando como eluyentes una mezcla de
DCM/MeOH en proporciones 9,5:0,5. Lamentablemente espectroscopia de RMN de 'H mostrd
que ninguna de las fracciones obtenidas en la cromatografia contenia el producto deseado. El
analisis de las distintas fracciones revela, por un lado, la presencia de dimero A sin reaccionar, y
por otro una mezcla de productos que pueden ser debidos a descomposicion del compuesto
deseado y/o del ligando L que no se han podido identificar.

Intentamos por tanto la reaccion del complejo A con L. Usamos las mismas condiciones que
en el caso del ligando L. En este caso la reaccion se pard pasadas las 24 h. Reducimos el volumen
de la disolucion y usamos dietiléter para precipitar el s6lido. De nuevo el experimento de 'H-
RMN realizado indicaba que la reaccion no se habia producido e incluso que nuestros compuestos
habian descompuesto, por lo que en este caso ya no se procedio a realizar ningiin proceso de
purificacion.

Se volvieron a intentar las 2 reacciones anteriores, la del complejo A con L;, que daria el
complejo C; (reaccion 1) y la del complejo A con L, que daria el complejo C; (reaccién 2), en
ambos casos bajo las mismas condiciones que anteriormente, pero esta vez durante 48 horas en
vez de 7y 24 horas respectivamente, Figura 11. Pasado este tiempo, las dos disoluciones se habian
tornado a color naranja, pero en esta ocasion, en vez de precipitar el sélido, se redujo el volumen
de la disolucion y se utilizd n-hexano para formar un aceite. Este aceite posteriormente
rompid” y obtuvimos dos solidos (uno de cada reaccion) naranjas. Se realizé una TLC de ambos
solidos junto con sus respectivos reactivos y en los dos casos se aprecio la aparicion de dos nuevos
compuestos.
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Figura 11. Reacciones del complejo A con L; y Lo.

La Figura 12 que muestra las TLC realizadas durante el transcurso de las reacciones utilizando
una mezcla de eluyentes DCM:MeOH 9,5:0,5. En la fotografia de la izquierda, podemos ver las
TLC de nuestras reacciones 1 y 2 respectivamente, donde en el centro se ha puesto la mezcla de
reaccion (R1, R2) y en los extremos los correspondientes reactivos de partida, el dimero A y los
correspondientes ligando L1 y L2. A la vista de la imagen se concluye que la reaccion esta
practicamente acabada por la casi completa desaparicion de ambos reactivos de partida. En la
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imagen de la derecha vemos una TLC comparativa de ambas reacciones donde nicamente se ha
pinchado la mezcla de reaccion 1y 2 y donde podemos ver la aparicion de dos productos distintos
con una luminiscencia amarilla cuando se iluminan con una longitud de onda de 365 nm, lo cual
nos indica la presencia de un derivado de iridio en todos los casos.

Figura 12. TLC de las reacciones del complejo A con L y el complejo A con L.

Como indican las TLC y el posterior espectro de 'H-RMN realizado se produjeron productos
adicionales al deseado, por lo que se procedio a realizar una cromatografia en columna de silica
gel para la purificacion del complejo deseado. La mezcla de eluyentes elegida fue la misma que
se uso para las TLC descritas anteriormente DMC/MeOH, 9,5:0,5. Para la purificacion de la
reaccion 2 se obtuvieron dos fracciones (una para cada producto) mientras que para la reaccién
1 solo se obtuvo una. Esto fue debido a que la fraccién que debia contener el producto que eluia
mas rapido no estaba purificada, es decir, habia més de un compuesto en ella. La razon por la que
esto ocurrio fue la contaminacion de los disolventes utilizados para hacer el eluyente en esta
purificacion, creemos que estaban contaminados con compuestos mas polares y que por ello la
separacion no fue lo suficientemente buena en esta segunda purificacion.

Una vez evaporado el disolvente obtuvimos 3 productos, dos para la reaccién 2 y uno para la
reaccion 1. Se realizé un espectro de '"H-RMN de cada uno y se concluyo que solo un producto
de la reaccién 2, el de la primera faccion que eluia mas rapido, podria ser el que buscabamos
(Figura 14) ya que los otros no tenian las sefales esperadas y ademas integraban por menos
sefiales de las que correspondia (Figura 13), En esta ultima, podemos apreciar los productos de
las segundas facciones, arriba el de la reaccién 1y abajo el de la reaccién 2. Lo primero que salta
a la vista es que son exactamente iguales e integran por la misma cantidad de protones (24H). No
puede ser ni el producto C; ni Cz ya que solamente tenemos una sefial que podria corresponder al
H del nitrogeno de la tiourea, mientras que para estos productos deberian aparecer dos, ademas,
tampoco aparecen las sefiales correspondientes a los protones del grupo trifluorometil fenilo. Por
tanto, concluimos que al ser un producto comun para ambas reacciones podria tratarse de la
formacion de un derivado de iridio conteniendo Unicamente el derivado 5-amino-fenantrolina.
Esta posibilidad es la mas factible ya que la integracion de protones es de 24, muy parecida a la
que le corresponderia si se hubiese roto el enlace tiourea en ambas reacciones (25H), pero se
necesitan estudios adicionales para asegurarse.
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Figura 13. Espectro "TH-RMN de los productos de la segunda faccién de las dos reacciones.

Por otro lado, en la Figura 14 podemos observar que aparecen las sefiales caracteristicas del
compuesto que queriamos obtener: singletes de 12,04 y 11,94 ppm correspondientes a los H de
los nitrogenos de la tiourea y dos dobletes, que integran por dos, a 8,11 y 7,36 ppm
correspondientes a los H del anillo de 4-(trifluorometil)isotiocianato de fenilo. Estas sefiales
indican la formacion del compuesto deseado, pero lamentablemente la integracion de las sefiales
indica que todavia se tiene alguna pequefia impurezaCabria la posibilidad de que la 5-am-phen
no estuviera coordinada pero se vieran sus sefiales, pero en este caso sabemos que esta coordinada
porque las sefiales correspondientes a los protones de la fenilpiridina aparecen desplazados
respecto a cuando no estd coordinada la 5-am-phen.” Para obtener el compuesto completamente
puro se deberia realizar otra cromatografia en columna, pero lamentablemente no disponiamos de
tiempo, ni el rendimiento de esta habia sido suficiente para realizar esa segunda columna.
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Figura 14. Espectro '"H-RMN del producto de la primera faccién de la reaccion 2.

Por ultimo, se intent6 la reaccion del complejo A con Ls. De nuevo utilizamos una mezcla de
DCM/MeOH, secos y desoxigenados, como disolvente. La reaccion se realizé bajo atmosfera de
argon y se dejo agitando. Pasadas 24 h realizamos un "H-RMN en DMSO para ver el seguimiento
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de la reaccion, observamos que la reaccion aun no se habia producido y la dejamos agitando
durante 24 h mas. En este punto realizamos una cromatografia de capa fina (TLC) y comprobamos
que en el medio de reaccidon tenemos un poco de ligando y dimero y algo que parece el producto
deseado con un rf intermedio a los dos anteriores.

La sefial extra que se veia en nuestra TLC podia indicar dos cosas, que se ha producido la
reaccion y que tenemos nuestro producto o que se ha producido la descomposicion de nuestro
ligando. Para comprobarlo realizamos otra TLC con mas porcentaje de eluyente apolar para
mejorar la separacion de nuestros puntos. Una vez hecha comprobamos que el punto que nos
aparecia antes, en realidad englobaba a mas puntos ya que teniamos mas sefales que antes. Estas
nos daban a entender que se podia haber formado producto pero que ademas se habia producido
también la descomposicion del ligando, por ello, y ya que intensidad de las sefiales que se veian
de nuestros reactivos eran muy pequefias se decidid parar la reaccion y proceder a separar los
productos formados.

esta separacion se efectud por cromatografia en columna de silica gel, usando como eluyente
una mezcla de DCM/MeOH (9,5:0,5). Lamentablemente, la mezcla de reaccion quedo retenida
en la silica y para intentar no perderla aumentamos la polaridad echando mas metanol.
Finalmente, se consiguié que la reaccion eluyera por completo y se obtuvieron 4 fracciones
distintas que se analizaron por '"H-RMN. Lamentablemente, lo que se observé en todos los casos
fueron productos de descomposicion.

En este punto cambiamos la estrategia de partida, y decidimos realizar in-sifu la reaccion del
complejo B con 3,5-bis(trifluorometil)fenil isotiocianato directamente, como se puede ver en la
Figura 15.
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CF3
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3,5-bis(trifluorometil)
— fenil isotiocianato C, -

Figura 15. Esquema sintético para la obtencion del complejo Ci;.

Por tanto, lo primero que hicimos es la sintesis del complejo B, para ello hicimos reaccionar
el dimero A con 5-amino-1,10-fenantrolina en proporciones 1:2. El disolvente utilizado fue en
una mezcla de DCM y MeOH (secos y desoxigenados). La reaccion se realizo en atmosfera de
argon y se mantuvo agitando a reflujo durante 48 horas. Pasado este tiempo se afiadio hexano
apareciendo asi un solido marron que se filtré a vacio y se lavé con mas hexano. Al hacer un 'H-
RMN de nuestro producto nos dimos cuenta de que estaba impuro por lo que procedimos a
purificarlo mediante una cromatografia en columna de silica gel usando como eluyentes
DCM/MeOH en una proporcion 9,5:0,5. Una vez combinadas las fracciones deseadas se evaporan
y se obtuvo un solido marrén puro con un rendimiento del 15%.

Como se puede ver en los espectros de "H-RMN de la Figura 16, en el espectro del dimero
observamos solo sefiales correspondientes a 8 protones ya que la molécula tiene dos planos de
simetria (uno que pasaria por el eje vertical que conecta los dos iridios y otro perpendicular a
este). Pero en el espectro del compuesto B observamos muchas mas sefiales, en concreto las
correspondientes a 25 protones. Esto es debido a que la 5-am-phen es una molécula asimétrica,
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por tanto, al coordinarse al dimero de iridio, rompe la simetria que este tenia, por lo que ahora
veremos las sefales correspondientes a todos los protones de la molécula. La aparicion de todas
estas sefales y su asignacion gracias a la ayuda de espectros bidimensionales es una confirmacion
de que se ha producido la coordinacion, verificandola formacion del complejo deseado.
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Figura 16. Espectros de 'H-RMN del dimero de Ir'' y del complejo B

Ademas, se han obtenido cristales del complejo B por difusion de una disolucion de éter sobre
una disolucion del compuesto en DCM que han sido aptos para su difraccion por rayos X,
confirmando asi la obtencion del complejo deseado. La Figura 17 muestra el atomo de iridio en
un entorno octaédrico coordinado 2-fenilpiridinas enlazadas de forma bidentada a través del
atomo de nitrogeno y de un atomo de carbono del anillo de benceno. Igualmente, observamos la
planaridad de la molécula de 5-am-phen que se coordina también de forma bidentada al iridio a
través de sus dos nitrégenos piridinicos.

W&'

Figura 17. Estructura del complejo B realizada por difraccion de rayos X. cédigo de
colores: Ir (morado), N (azul), C (gris)

Una vez sintetizamos el B, ahora si, realizamos la reaccidon de este con 3,5-
bis(trifluorometil)fenil isotiocianato. Para ello disolvimos ambos reactivos en MeOH y dejamos
agitando la reaccion por 48 h. Pasado este tiempo reducimos el volumen de la disolucion, echamos
dietiléter y precipitamos un solido. Este sélido se filtro a vacio y se lavo con éter. Realizamos 'H-
RMN tanto de las aguas madres como del sélido y comparamos los espectros con el complejo de
partida. Desafortunadamente, el resultado no fue el deseado, el solido obtenido era complejo de
partida sin reaccionar y las aguas madres una mezcla de compuestos que no se pudieron
identificar.

Esta ultima reaccion (Figura 15) la volvimos a efectuar, pero esta vez en un tubo de RMN para
realizar un seguimiento de misma y ver si se formaba algo de nuestro producto o si la reaccion no
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funcionaba. La primera medida que realizamos fue la del blanco, para ello disolvimos 3,31 mg
del complejo B en DMSO-d® y realizamos el primer experimento de RMN de 'H para efectuar el
blanco. Acto seguido afiadimos directamente 0,83 pL de 3,5-bis(trifluorometil)fenil isotiocianato,
agitamos y realizamos otra medicion (reaccion a tiempo 0). Una vez hecho, la reaccion se sometiod
a agitacion por ultrasonidos para mezclar bien los reactivos dentro del tubo. Se realizaron 4
mediciones mas de la reaccion, 2 h, 24 h, 48 h y una semana después de la adicion de los dos
reactivos. El resultado, como se puede apreciar en la Figura 18 es que pasadas 2 h se empezaron
a ver las sefiales caracteristicas de los protones de los nitrogenos de la tiourea (11,51 y 11,21
ppm), estas sefiales son el mejor indicador de si la reaccion se esta produciendo o no ya que
indican la formacion del enlace tiourea entre los dos reactivos. Desafortunadamente junto con
esta aparece una de mayor intensidad 10.90 ppm que no somos capaces de asignar con ninguno
de los protones correspondientes al producto deseado. Ademas de estas, aparecen tres dobletes en
torno a 9 ppm que indican que se estd formando mas de un producto. Estos se mantienen a lo
largo de todo el experimento. Asi mismo los protones correspondientes al anillo del derivado
isotiocianato van modificando su desplazamiento quimico, pero a la vista de todos los
experimentos realizados no se puede concluir que se haya obtenido el complejo deseado.
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Figura 18. De abajo a arriba: espectros de tiempo 0, 2h, Sh, 24h, 48h y 7 dias de la
reaccion del complejo B con 3,5-bis(trifluorometil)fenil isotiocianato. Cédigo de colores:
sefiales debidas al complejo B (verde), seiiales del 3,5-bis(trifluorometil)fenil isotiocianato
(azul), sefiales nuevas (rojo).

3.3. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES OPTICAS

Una de las metas de este trabajo es que los compuestos sintetizados puedan servir como
agentes de visualizacion utilizando técnicas de bioimagen como la microscopia de fluorescencia,
por lo tanto, el estudio de las propiedades de emision es esencial. Ademas, también se ha
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procedido a evaluar sus propiedades de absorcion por ultravioleta visible, que nos darda una
indicacion de su valia como fotosensibilizadores para terapia fotodinamica.

Estas propiedades opticas se han estudiado a temperatura ambiente en disolucion de DMSO.
Se ha elegido concretamente este disolvente por ser el utilizado en primera instancia para la
preparacion de las disoluciones stock de los ensayos biologicos, ver seccion 3.4, intentando
mimetizar de la mejor forma posible las propiedades opticas en el transcurso de los distintos
ensayos. En concreto se han medido los espectros de absorcion UV-visible de los ligandos 5-am-
phen y del complejo B, ver Figura 19. La Tabla 1 muestra los maximos de absorcion y los
correspondientes coeficientes de extincion. En concreto el andlisis de las bandas de absorcion
muestra que tanto el ligando como el complejo tienen una banda de absorcion intensa con picos
centrados sobre 259 y 280 nm que se asignan a transiciones m—n* de los distintos anillos
aromaticos. A continuacion, se observan otras bandas de menos intensidad, en el caso del ligando
sobre 343 nm que se asocia a transiciones n — m* y una ancha con maximo en 391 nm para el
complejo, que es una combinaciéon de transiciones n — 7* con transiciones permitidas de
transferencia de carga metal ligando ('MLCT) y ligando-ligando ('LLCT). Por ultimo, el
complejo muestra una ultima absorcidon que se extiende por mas alld de 450 nm y se asocia a una
transicion de carga prohibida *MLCT.8

En lo que se refiere a sus propiedades luminiscentes, se han medido la emision del complejo
B obteniéndose el espectro que se muestra en la Figura 20. En concreto, el complejo B presenta
dos bandas de emision, una estructurada entre 409 y 450 nm que se correspondera a una transicion
de carga *LLCT, normalmente atribuida a una transicion desde el ligando ortometalado al ligando
diimina. La segunda banda se encuentra centrada a 610 nm, es una banda ancha de menor
intensidad y que corresponde a otra transicion de carga *MLCT. El pico observado a 675 nm no
es mas que un artefacto del aparato. Este artefacto es una indicacion de la poca intensidad de
emision del complejo, debido a que su aparicion Gnicamente se da en esas condiciones baja
intensidad emisora. Por otro lado, se ha recogido también el espectro de emision del ligando 5-
am-phen que se muestra en la figura 20, el cual posee una banda de emision centrada a 508 nm y
que corrobora que la banda del complejo B centrada a 610 nm, es una banda correspondiente a
una transicion *MLCT y no centrada en el ligando 5-am-phen. Lamentablemente una vez
corroborada la baja intensidad de emision de estos complejos se descarta ya en este paso que
puedan ser utilizados como agentes de visualizacion en microscopia de fluorescencia.
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Figura 19: Espectros UV-vis del complejo B y el ligando 5-am-phen medidos en DMSO
(1-10-5M) a temperatura ambiente.




Tabla 1: Bandas de absorcion y valores de los coeficientes de extincion molar calculados a
través de la Ley de Lambert-Beer para los compuestos medidos en DMSO (1:10-5 M).
Maximos de emision medido en DMSO.

ComplejoB | Ligando
A (nm) 259 259
€/1000 (M-1 cm-1) 97,6 68,5
UVovis A (hm) 391 282
€/1000 (M-1 cm-1) 9 25,9
A (nm) 450 343
€/1000 (M-1 cm-1) 2,4 7,2
EMISION A (nm) 409 508
510 nm ——9-Aminofenantrolina Complejo B
1.0 1.0 4
g 0.8 E 0.8 4 Artefacto
é 0.6 4 g 0.6 1 420 nm
E E
g 04 2 0.4
E; k| 675 nm
E 0.2 E 0.2 4
= 0.0+ £ 0.04
460 450 560 530 660 6!’:0 460 45;0 5E|)0 55|0 660 650 760
Anm) Anm)

Figura 20. Espectro de emision de la 9-aminofenantrolina y el complejo B en DMSO.
Ambos espectros se han recogido excitando las muestras a 375 nm.

3.4. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS

Se estudiaron las propiedades bioldgicas tanto del complejo B como de la 5-amino-1,10-
fenantrolina, analizamos tanto la citotoxicidad como la fotocitotoxicidad de ambos compuestos
por medio del Test MTT.

Este test consiste en la aplicacion de la sustancia MTT para medir la citotoxicidad de nuestros
compuestos. Para ello, primero aplicaremos nuestro compuesto a unas células, y después
anadiremos el MTT. Esta sustancia se reduce con la enzima succinato- deshidrogenasa presente
en las células para formar el Azul de Formazan, Figura 21. De esta forma, el MTT, que es de
color amarillo, se transforma en cristales azules de Azul de Formazan. La cantidad de cristales
que se formen sera proporcional a la cantidad de células vivas presentes, por lo que midiendo la
absorbancia de estos cristales podemos cuantificar la citotoxicidad de nuestros complejos.
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Figura 21. Reaccion del MTT con la succinato-deshidrogenasa.
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Para realizar esta prueba usamos una placa de 96 pocillos con células de la linea A549 (células
cancerigenas de pulmoén), se sembraron 6000 células/pocillo. En la que en cada pocillo
previamente se habria afiadido 100 pL de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con 5% de FBS (Suero fetal bovino), dejandolo incubar a 37°C en una
atmosfera humidificada al 5% en CO, durante 24 horas. Posteriormente preparamos las
disoluciones stock de nuestros compuestos, el del complejo B y el de la 5-am-phen, ambos con
una concentracion 0,1 M, usando DMSO y en condiciones de esterilidad. Usamos estos patrones
para preparar diez disoluciones seriadas, de cada compuesto, en medio de cultivo. El rango de
concentraciones fue entre 100 uM y 0,20 uM, en concreto (100, 50, 25, 12°50, 6’25, 3’12, 1°56,
0’78, 0’39, 0°20) y cada concentracion se estudid por cuadruplicado. El rango de concentraciones
descrito anteriormente es el que queremos en nuestros pocillos, hay que tener en cuenta que en
cada pocillo hay 100 uL. de medio por lo que al echar aqui nuestro compuesto su concentracion
se reducira a la mitad ya a cada pocillo afiadimos 100 pL de la disolucidon de nuestros compuestos.
La distribucion de la placa se puede ver en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema de la placa de 96 pocillos. Azul: complejo B, Verde: aminofenantrolina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
0.2 10.39|0.781.56|3.126.25|12.5| 25 | 50 | 100
A | Ctl Blc
B |Ctl Blc
C [Ct Blc
D | Ctl Blc
E | Ctl Blc
F | Ct Blc
G |Ctl Blc
H | Ctl Blc

En la tabla podemos observar también dos columnas en las que no hemos echado compuesto.
La columna 1 corresponde a los pocillos control donde afiadimos 100 pL. de medio de cultivo
conteniendo el mismo porcentaje de DMSO que tenga la disolucion de compuesto mas
concentrada. Los pocillos control sirven para medir la toxicidad que tiene el DMSO, que también
puede afectar a las células, por lo que tenemos que asegurarnos de que no es este el produce el
efecto citotoxico. Por otro lado, en la columna de los pocillos blanco no tenemos células
sembradas, en ellos solo hay 200 uL de medio de cultivo que se usamos para preparar las medidas
del blanco. Para las disoluciones seriadas utilizamos una disolucion diluida de 200 uM de nuestros
dos compuestos, por lo que primero preparamos esta disolucion a partir de la disolucion stock de
0,1 M. La concentracion mas concentrada (100 uM) corresponde a la columna 11, mientras que
la mas diluida (0,2 uM) a la columna 2. Esta placa se prepara por duplicado, ya que una de ellas
se irradiara con luz de 405 nm (placa B) y la no suftrira irradiacion. Una vez adicionados los
compuestos dejamos incubar durante 24 horas, pasado este tiempo se retird el medio y se
reemplazo por medio fresco para evitar interferencias con los compuestos no internalizados. La
placa B, que es la que va a suftir irradiacion, se irradia con luz de 405 nm durante 10 min, la otra,
se guardara en la incubadora. Una vez irradiada la placa B se introduce también en la incubadora
y alli permanecen ambas durante otras 24 h.

Pasado este tiempo se adicion6 10 uL de MTT /5 mg/ml en PBS) a cada pocillo y se incubd
durante 2 horas. Finalmente se retir6 todo el medio y se afiadieron 100 uL. de DMSO a cada
pocillo para disolver los cristales de azul de formazan que se habian formado en los pocillos que
tenian células vivas todavia, de forma que apareci6 una coloracion violeta, Figura 22. Finalmente
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se midio la absorbancia de las dos placas a 550 nm usando un lector de placas multiescaner
(ELISA). A simple vista parecia que nuestros compuestos mataban en ausencia de irradiacion
(placa A), lo cual no es un comportamiento bueno para una sustancia que se planea utilizar en
TFD ya que lo optimo es que mate a las células Uinicamente cuando se irradia la luz de una
determinada longitud de onda. También hay que destacar que la placa que fue irradiada tenia
menos pocillos con células vivas lo cual daba a entender que nuestros compuestos matan mas
cuando se irradia luz.

Figura 22. Placas de 96 pocillos. Izquierda: placa irradiada. Derecha: placa no irradiada.

Con los datos de absorbancia observados se calcula el porcentaje de proliferacion celular y
representando este frente a la concentracion de los complejos podemos calcular el ICso (que es la
concentracion a la cual mueren el 50% de las células) de cada compuesto, tanto si es irradiado
como si no. Para calcular este valor tan solo tendremos que sustituir y = 50 en la férmula de la
grafica y obtendremos el valor de x que es la concentracion.

Una vez calculamos estos valores (tanto los de la placa irradiada como los que habian
permanecido en oscuridad) podemos construir una tabla como la Tabla 3 con la cual podemos
discutir la citotoxicidad de los compuestos. Podemos observar que tanto para el complejo B como
para la 5-am-phen disminuye el valor de ICso cuando irradiamos. Para que los compuestos sean
utiles en TFD deben carecer de toxicidad en ausencia de radiacion ya que, sino perjudicarian a las
células en condiciones normales, siendo mas efectivos, por tanto, cuando los valores de 1Csg
irradiados y sin irradiar son los mas diferentes posibles. En nuestro caso, como hemos
mencionado anteriormente, nuestros compuestos son bastantes citotoxicos en ausencia de
radiacion ya que sus valores de ICso estan en el rango nanométrico, ademas, en ambos casos su PI
(ICso sin irradiar/ ICso irradiando) es muy pequefio, siendo en el caso del complejo B casi
insignificante, por lo que estos compuestos no serian utiles en TFD, pero si como agente
quimioterapeutico.

Tabla 3. Esquema de la placa de 96 pocillos.

Complejo B | 5-am-phen

ICs sin irradiar 0,1416 0,9572
ICs irradiando 0,1222 0,475
PI 1,15 2
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. INSTRUMENTACION Y CONDICIONES

Los espectros de 'H, *C{'H}, 'F, asi como los experimentos de 2D-HSQC{H-C} y COSY-
H-H se han llevado a cabo en disolucion a 298 K en un espectrometro Bunker Advance 400 ('H,
400 MHz; 13C, 100,6 MHz). Los desplazamientos quimicos, & (ppm), se han asignado usando
como referencia los picos residuales del correspondiente disolvente deuterado: cloroformo y
DMSO.

Los estudios de excitacion y emision se realizaron en un espectrofotdmetro Jobin-Yvon-
Horiba Fluorolog FL3-11, y los de absorcion en un espectrofotometro Evolution 600 empleando
cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud. En ambos casos en disolucion de DMSO. Las iméagenes
de biodistribucion se han obtenido en un microscopio de fluorescencia confocal Zeiss LSM 880
con Airyscan y Fast Airyscan, irradiando con unas longitudes de onda de excitacion de 405 y 556
nm.

Los estudios de actividad bioldgica se realizaron en condiciones estériles en una campana de
flujo laminar. Se utiliz6 una estufa Jouan IG50 que se mantuvo a 37 °C y 5 % de CO; para los
cultivos celulares. Las placas se visualizaron en un lector de placas Bio-Tek Instrument Inc.
EL800 Universal Microplate Reader.

4.2. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Para las distintas reacciones efectuadas durante este TFG se han utilizado como punto de
partida los siguientes reactivos comerciales: tricloruro de iridio hidratado, 2-fenilpiridina, 5-

amino-1,10-fenantrolina, 3,5-bis(trifluorometil)fenil isotiocianato, 4-(trifluorometil)isotiocianato
de fenilo e isotiocianato de fluoresceina (isomero 1).

SINTESIS DEL COMPUESTO A:

9 2N 4 N
10 2’/ ,,,,, |I \\\\\ \\Cllu ,,,,, |' at
r 0 = r<
| ~o |
N N
N

| ]

= A S
M.W: 1072,00 g/mol

Se disuelven 200 mg (0,671 mmol) de tricloruro de iridio hidratado en 4 mL de una mezcla de
etoxietanol y agua (3:1), después se afiaden 229 mg (1,48 mmol) de 2-fenilpiridina (ppy). La
suspension marron oscura se deja agitando a reflujo durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo,
mezcla se enfria y se filtra a vacio el precipitado amarillo formado, lavandolo con un maximo de
1 mL de etanol y otro de acetona frio. A continuacion, el soélido amarillo se disuelve en DCM para
separar las posibles impurezas solidas que son separadas por filtracion a gravedad y lavadas con
mas DCM hasta que las aguas de lavado son incoloras. Finalmente, La disolucion de DCM se
lleva a sequedad obteniendo un s6lido amarillo.
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n= 64,08%; m= 230 mg; n= 0,215 mmol

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 9.24 (dd, J = 5.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H, CH (4)), 7.87 (dd, J = 8.1, 1.4
Hz, 1H, CH (1)), 7.73 (ddd, J = 8.1, 7.3, 1.6 Hz, 1H, CH (6)), 7.48 (dd, J= 7.7, 1.4 Hz, 1H, CH
(8)), 6.81 —6.70 (m, 2H, CH (5, 10)), 6.61 — 6.52 (m, 1H, CH (9)), 5.93 (dd, 1H, CH (11)).

SINTESIS DEL COMPUESTO B:

cr
chloride

M.W: 710,86 g/mol

Se disuelven 100 mg (0,093 mmol) del dimero de iridio en una mezcla de de 4.5 mL de
disolventes secos y desoxigenados de DCM:MeOH (3:1.5). Después se anaden 36,4 mg (0,184
mmol) de 5-amino-1,10-fenantrolina y se deja agitando la reaccién durante 48 horas a relujo en
atmosfera de Argdn. Pasadas las 48 horas se deja enfriar y se aflade hexano apareciendo un so6lido.
solido marron que se filtra a vacio y se lava con hexano (3x3 mL). Finalmente, el s6lido obtenido
se purifica por cromatografia en columna de silica gel utilizando una mezcla de eluyentes
DCM/MeOH (9,5:0,5). Las fracciones de columna conteniendo el producto deseado se combinan
y se evaporan hasta la obtencion de un s6lido marroén puro.

n= 15%; m= 20 mg; n= 0,028 mmol

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 9.07 (dd, J= 8.5, 1.4 Hz, 1H, CH (30)), 8.38 (dd, J= 8.0, 1.9 Hz,
1H, CH (39)), 8.24 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CH (1, 14)), 8.14 (dd, J= 5.1, 1.2 Hz, 1H, CH (26)), 8.03
—7.81 (m, 6H, CH (6, 18, 31, 38)), 7.77 — 7.65 (m, 3H, CH (8, 20, 37)), 7.44 (td, J= 5.8, 1.4 Hz,
2H, CH (4, 16)), 7.12 (s, 1H, CH (35)), 7.02 (tddd, J = 7.4, 5.9, 3.8, 1.3 Hz, 6H, CH (5, 9, 17,
21)), 6.92 (tdd, J= 7.2, 5.3, 1.4 Hz, 2H, CH (10, 22)), 6.27 (td, 2H, CH (11, 23)). *C NMR (75
MHz, DMSO) § 206.67 (C (34)), 167.03 (C (28)), 166.92 (C (32)), 150.26 (C (26)), 149.03 (C
(4)), 148.81 (C (16)), 147.02 (C (2)), 145.50 (C (15)), 144.02 (C (37)), 139.82 (C (6)), 138.68 (C
(18)), 135.10 (C (39)), 133.94 (C (29, 33)), 133.29 (C (30)), 131.36 (C (11)), 131.23 (C (23)),
130.26 (C (10)), 130.19 (C (22)), 126.50 (C (7, 19)), 125.43 (C (8)), 125.10 (C (20)), 125.03(C
(31)), 124.06 (C (38)), 123.92 (C (5)), 123.87 (C (17)), 122.33 (C (9)), 122.26 (C (21)), 120.02
(C (1)), 119.95 (C (14)), 101.70 (C (35)).

" Hay dos multipletes que integran por dos sefiales mas de las que tienen. Esto puede ser debido a que
contengan los NH (40, 40’) que son dificiles de localizar en el espectro.
i Los carbonos 12 y 14 no conseguimos identificarlos.
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SINTESIS DEL COMPUESTO L;:

M.W: 468,41 g/mol

Se disuelven 100 mg (0,513 mmol) de 5-amino-1,10-fenantrolina en una mezcla de 5 mL de
DCM y 0,5 mL de EtOH. Después se anaden 112,5 pL (0,616 mmol) del compuesto 3,5-
bis(trifluorometil)fenil isotiocianato que se encuentra en ligero exceso. Se deja agitando la
reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo aparece un
precipitado blanco en el medio de reaccion. La reaccion se mantiene agitando durante 12 h y
posteriormente el so6lido formado (un polvo muy fino) se filtra y se seca a vacio.

n=74,85%; m=179,7 mg; n= 0,384 mmol

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 10.62 (s, 1H, NH (8)), 10.28 (s, 1H, NH (9)), 9.09 (ddd, J = 7.1,
4.3,1.7Hz, 2H, CH (1, 7)), 8.47 (ddd, J = 16.4, 8.3, 1.7 Hz, 2H, CH (3, 5)), 8.29 (s, 2H, CH (10,
11)), 8.04 (s, 1H, CH (4)), 7.86 — 7.70 (m, 3H, CH (2, 6, 12)). 3C NMR (101 MHz, DMSO) §
181.66 (C (22)), 150.01 (C (1, 7)), 146.10 (C (18)), 144.83 (C (20)), 141.81 (C (23)), 136.23 (C
(3)), 132.04 (C (5)), 130.39 (C (24)), 130.06 (C (25)), 128.05 (C (17)), 126.39 (C (16)), 125.14
(C (13, 14)), 124.58 (C (4)), 124.19 (C (10, 11)), 123.55 (C (2)), 123.28 (C (6)), 121.87 (C (19)),
117.32 (C (12)).

SINTESIS DEL COMPUESTO La:

M.W: 400 g/mol

Se disuelven 100 mg (0,513 mmol) de 5-amino-1,10-fenantrolina en una mezcla de 5 mL de
DCM y 1,5 mL de EtOH. Después se afiaden 125 mg (0,615 mmol) del compuesto 4-
(trifluorometil)isotiocianato de fenilo que se encuentra en ligero exceso. Se deja agitando la
reaccion durante 2h a temperatura ambiente bajo atmosfera de Argon. Una vez pasado este tiempo
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aparecera un precipitado blanco en el medio de reaccion. La reaccion se mantuvo agitando durante
24 h y posteriormente el solido formado se filtra y se seca a vacio.

n= 63,84%; m= 131 mg; n= 0,328 mmol

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.35 (s, 1H, NH (15)), 10.23 (s, 1H, NH (23)), 9.10 (ddd, J =
8.4,4.3, 1.7 Hz, 2H, CH (1, 12)), 8.50 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H, CH (14)), 8.44 (dd, J= 8.3, 1.7
Hz, 1H, CH (5)), 8.00 (s, 1H, CH (10)), 7.88 — 7.75 (m, 4H, CH (6, 13, 22, 20)), 7.69 (dd, 2H,
CH (17, 19)). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 181.70 (C (16)), 149.97 (C (1)), 149.92 (C (12)),
146.10 (C (7)), 144.85 (C (9)), 143.37 (C (18)), 136.14 (C (5)), 133.28 (C (21)), 132.17 (C (14)),
128.04 (C (4)), 126.58 (C (3)), 125.70 (C (17)), 125.51 (C (19)), 125.47 (C (10)), 123.73 (C (20,
22)), 123.49 (C (6)), 123.13 (C (13)).7

SINTESIS DEL COMPUESTO C3:

T ®
31
4 26N| XN 30
N 35 S 48 47 46
(R H Cl@
y—C—R)or,
Z 39 49 43 44
38 40
L c |
933,50 g/mol

Se disuelven 30 mg (0,028 mmol) del compuesto A y 22,4 mg (0,056 mmol) del ligando L, en
una mezcla de disolventes de DCM:MeOH (3:1,5). Se deja agitando la reaccion a temperatura
ambiente durante 48 horas. Pasado este tiempo se reduce el volumen de la reaccion y se utiliza n-
hexano para romper el aceite y obtener un polvo fino de color naranja. El solido obtenido se
purifica por cromatografia en columna de silica gel utilizando una mezcla de eluyentes
DCM/MeOH (9,5:0,5). Las fracciones de columna conteniendo el producto deseado se combinan
y se evaporan hasta la obtencion de un solido naranja impuro."

n=--- m= --- mg; n= --- mmol

'H NMR (400 MHz, CD:CL,) § 12.04 (s, 1H, NH (40)), 11.94 (s, 1H, CH (48)), 9.37 (d, J = 8.5
Hz, 1H, CH (30)), 8.80 (s, IH, CH (35)), 8.49 (d, /= 8.3 Hz, 1H, CH (39)), 8.29 (dd, J=5.0, 1.3
Hz, 1H, CH (26)), 8.21 (dd, J = 5.0, 1.4 Hz, 1H, CH (37)), 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CH (44, 46)),
7.94 (d, J = 8.3 Hz, 3H, CH (1, 14)), 7.79 — 7.65 (m, 8H, CH (6, 8, 18, 20, 31, 38)), 7.56 (d, J =
8.4 Hz, 2H, CH (43, 47)), 7.39 — 7.31 (m, 3H, CH (4, 16)), 7.14 — 7.06 (m, 3H, CH (9, 21)), 6.98

i Faltarfan por asignar 2 carbonos cuaternarios que no localizamos en el espectro.

v Se obtuvo el producto deseado, pero con impurezas, habria sido necesario realizar otra purificacién por
cromatografia en columna, pero no disponiamos de tiempo para realizarla y la cantidad de producto era
muy pequena.
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(tt, J="7.4, 1.4 Hz, 3H, CH (10, 22)), 6.89 — 6.79 (m, 3H, CH (5, 17)), 6.41 (ddd, J=7.3,5.9, 1.2
Hz, 3H, CH (11, 23)).

SINTESIS DEL COMPUESTO Ls:

Molecular Weight: 584,61

Se disuelven 50 mg (0,257 mmol) de 5-amino-1,10-fenantrolina y 100 mg (0,257 mmol) de
isotiocianato de fluoresceina (isomero 1) en 3 mL de THF seco y desoxigenado. La reaccion se
deja agitando durante 72 horas a reflujo en atmodsfera de Argdn. Pasadas las 72 horas se deja
enfriar y el precipitado naranja que aparece se filtra y seca a vacio lavandolo con THF frio y éter.

n=73,07%; m= 109,79 mg; n= 0,188 mmol

"H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.38 (s, 1H, NH (41)), 10.30 (s, 1H, NH (26)), 10.14 (s, 2H OH
(15, 16)), 9.09 (td, J = 4.7, 1.7 Hz, 2H, CH (27, 38)), 8.49 (td, J = 8.1, 1.7 Hz, 2H, CH (31, 40)),
8.20 (s, 1H, CH (36)), 8.02 (s, 1H, CH (22)), 7.92 — 7.72 (m, 3H, CH (24, 32, 39)), 7.20 (d, J =
8.3 Hz, 1H, CH (11)), 6.67 (s, 2H, CH (6, 14)), 6.62 — 6.50 (m, 4H, CH (2, 3, 12, 25)). '*C NMR
(75 MHz, DMSO) & 181.78 (C (42)), 168.38 (C (18)), 159.50 (C (1)), 151.87 (C (13)), 149.97 (C
(27,38)), 148.20 (C (5, 9)), 146.09 (C (29, 33)), 144.81 (C (35)), 141.19 (C (23)), 136.19 (C (31)),
133.19 (C (32)), 132.21 (C (40)), 131.31 (C (39)), 128.97 (C (2, 3)), 128.04 (C (34)), 126.55 (C
(19)), 126.40 (C (30)), 125.03 (C (22)), 123.93 (C (20)), 123.54 (C (25)), 123.22 (C (24)), 118.73
(C (36)), 112.63 (C (4, 8)), 109.60 (C (2, 12)), 102.27 (C (6, 14)), 83.08 (C (7)).
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S. CONCLUSIONES

Con el objetivo de encontrar compuestos aptos para su uso como agentes terapéuticos y de
bioimagen se sintetizaron complejos de Ir'! del tipo [Ir(C*N)2(N”N)]*, donde C"N representa el
ligando 2-fenilpiridina y N*N los ligandos N-dadores bidentados sintetizados derivados de la 5-
amino-1,10-fenantrolina. Dichos ligandos contienen un cromo6foro organico unido a la 5-am-phen
mediante un enlace tiourea entre su grupo amino y el grupo tioisocianato del cromoéforo. En
concreto se han sintetizados dos complejos de iridio (B y C) y tres ligandos tiourea bidentados
L1-L3) Todos ellos han sido caracterizados por 'H-RMN, *C-RMN. Ademas, se realizaron
espectroscopia bidimensional HSQC, COSY y HMSC de algunos compuestos para asegurar la
asignacion correcta de las sefiales.

El estudio de sus propiedades opticas por espectroscopia de UV -visible y emision muestra el
perfil esperado tanto para el complejo B como para la 5-am-phen, ambos ensefian bandas de
absorcion intensas correspondientes a las transiciones —n* de los distintos anillos aromaticos.
En el caso del complejo se observan también transiciones de menor energia sobre 391 nm que
corresponden con transiciones permitidas de 'MLCT y 'LLCT y una mas alla de 450 nm debido
a una transicion de carga prohibida *MLCT. Por otro lado, la espectroscopia de fluorescencia
mostro en el caso de B un doble perfil de emision asociado a transiciones *LLCT sobre 420 nm y
SMLCT a 610 nm. Lamentablemente la poca intensidad de las mimas hace descartar el uso de este
complejo en técnicas bioimagen por microcopia de florescencia.

Los estudios biologicos del complejo B y de la 5-am-phen en células cancerigenas A549 de
pulmoén muestran una gran citotoxicidad incluso en ausencia de radiacion con ICsode 0.14 y 0.95
uM en oscuridad y 0.12 y 0.45 uM y bajo condiciones de irradiacion respectivamente. Estos
valores ponen de manifiesto tres puntos: A) la importancia del metal a la hora de incrementar la
citotoxicidad asociada del compuesto, B) que la irradiaciéon de los mismos efectivamente
incrementa la citotoxicidad como se buscaba y, C) la imposibilidad de poder utilizarlos en TFP
puesto unicamente deberian mostrar citotoxicidad cuando se irradian y no es oscuridad.

También se pone de manifiesto la dificultad experimental de la coordinacion de los ligandos
N-dadores bidentados al Ir'! conteniendo un grupo tiourea en su estructura como puente de union
con un croméforo La teoria dicta una facil union entre ligandos NN bidentados y el dimero A de
Iridio debido a la fortaleza del enlace Ir-nitrogeno y a la capacidad de coordinacion octaédrica del
metal, lo cual se cumple. Pero lamentablemente las condiciones de reaccion para llevar a cabo esa
reaccion y el proceso de purificacion no son lo suficientemente suaves para mantener ese
cromoéforo unido a través del grupo tiourea al ligando N”N. Por ellos, y pese a los niimeros
intentos, se han observado bajos rendimientos de sintesis de productos y de descomposiciones de
los reactivos.

Como conclusion podemos decir que se han sintetizado una serie de ligandos, derivados de la
5-am-phen, y complejos de Ir'", los cuales, debido a la alta citotoxicidad en células cancerigenas
de pulmoén en oscuridad, se prevé que sean Utiles como agentes terapéuticos en quimioterapia, no
siendo asi en terapia fotodinamica.
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