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ABREVIATURAS

Aex: longitud de onda de excitacion

Aem: longitud de onda de emisién

8: desplazamiento quimico

KM: micromolar

AcOEt: acetato de etilo

ADN: acido desoxirribonucleico

AIE: aggregation-induced emission

alloc: aliloxicarbonilo

c: cuartete

CEF: Chicken Embryonic Fibroblasts

cod: 1,5-ciclooctadieno

Cp*: pentametilciclopentadieno

CuAAC: Copper azyde-alkyne cycloaddition
d: doblete

dd: doble doblete

dt: doblete triplete

dba: dibencilidenacetona

DDQ: 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
DMEM: Dubelcco’s Modified Eagles’s Medium
DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay



Eq.: equivalente

EtOH: etanol

GSH: glutationa

h: horas

Hela: Henrietta Lacks

HPLC: high performance liquid chromatography
Hz: hertzios

J: constante de acoplamiento

L: ligando

m: multiplete o sefal sin resolver
Me: metilo

MeOH: metanol

mg: miligramos

min: minutos

mM: milimolar

nm: nandémetros

Nu: nucledfilo

Ph: fenilo

poc: propargiloxicarbonilo

Rs: factor de retencién

RMN: resonancia magnética nuclear
ROS: Reactive oxygen species

s: singulete



t: triplete

t.a.: temperatura ambiente
TFA: 4cido trifluoroacético

TLC: Thin Layer Chromatography
TON: turnover numbers

TsOH: acido p-toluenosulfénico



1. RESUMEN



La quimica bioortogonal ha supuesto una revolucion en los Ultimos afios pues permite
llevar a cabo reacciones en medios bioldgicos e incluso dentro del ambiente celular, sin
gue éste vea alterado sus procesos biolégicos habituales. El desarrollo de un nimero
creciente de reacciones organometdlicas compatibles con medio acuosos ha impulsado
el estudio de estas transformaciones en medio bioldgicos complejos e incluso medios
celulares. De estos avances surge la necesidad de disponer de estrategias para la
monitorizacién de estas reacciones en tiempo real en el interior celular, por ejemplo,

mediante el uso de microscopia y de sondas fluorescentes.

En este estudio se plantea el disefio y sintesis de sondas fluorescentes para estudiar
reacciones de desproteccion de éteres alilicos promovidas por complejos de rutenio en

el interior de células Hela.

Las sondas preparadas poseen propiedades fluorescentes que se pueden modular
guimicamente. Esta modulacién consiste en la proteccidon de grupos hidroxilo con un
grupo alilo, lo que provoca una desactivacion de la fluorescencia o un cambio en la
longitud de onda de emisién. La fluorescencia se ve activada de nuevo mediante la
reaccién de desproteccién promovida por rutenio. Precisamente, esta diferencia en la
sefial de fluorescencia entre la sonda protegida y la sonda desprotegida nos permite

controlar el avance de esta reaccion bioortogonal.
Resumo:

A quimica bioortogonal supuxo unha revolucién nos ultimos anos pois permite levar a
cabo reaccién en medios bioléxicos e incluso dentro do ambiente celular, sen que este
vexa alterado os seus procesos bioldxicos habituais. O desenvolvemento dun nimero
crecente de reaccions organometdlicas compatibeis con medios acuosos impulsou o
estudo de estas transformacidons en medios bioldxicos complexos e ata en medios
celulares. A partir destes avances xorde a necesidade de ter estratexias para a
monitorizacién de estas reaccidons en tempo real no interior celular, por exemplo,

mediante o uso da microscopia e das sondas fluorescentes.

Neste estudo planéase o desefio e sintese de sondas fluorescentes para estudar
reaccions de desproteccion de éteres alilicos promovidas por complexos de rutenio no

interior de células Hela.



As sondas preparadas tefien propiedades fluorescentes que pddense modular
quimicamente. Esta modulacidn consiste na proteccidon de grupos hidroxilo cun grupo
alilo, o que provoca unha desactivacion da fluorescencia ou un cambio na lonxitude de
onda de emisién. A fluorescencia vese activada de novo mediante a reacciéon de
desproteccion promovida polo rutenio. Precisamente, esta diferenza nas sinais de
fluorescencia entre a sonda protexida e a sonda desprotexida permitenos controlar o

avance de esta reaccion bioortogonal.
Summary:

Bioorthogonal chemistry has experienced a revolution in recent years since it allows to
carry out reactions in biological media and even within the cellular environment,
without altering the biological processes. The development of a growing number of
water compatible organometallic reactions has allowed us to study these
transformations in complex biological media and even native cellular settings. These
advances have prompted the need to develop new strategies for monitoring these

reactions in real time inside the cell, by using microscopy and fluorescent probes.

In this study we propose the design and synthesis of new fluorescent probes to study

ruthenium promoted deprotection reactions of allylic ethers inside Hela cells.

The synthesized probes display fluorescent properties that can be chemically
modulated. This modulation consists in the protection of hydroxyl groups with an allyl
group, which causes a deactivation of the fluorescence or a change in the emission
wavelength. The fluorescence is activated again through the ruthenium mediated
deprotection reaction. Indeed, this difference in the fluorescence signal between the
protected probe and the unprotected ones allows us to control the progress of

bioorthogonal reaction.
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2. INTRODUCCION
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2.1 Quimica Bioortogonal

La Quimica Bioortogonal se refiere a la utilizacidon de reacciones quimicas que, a pesar

de ser realizadas dentro del complejo medio celular, son capaces de llevarse a cabo en

sustratos definidos, sin generar efectos adversos en los diferentes procesos bioldgicos

celulares.! Existen ejemplos de reacciones bioortogonales en bacterias, células o incluso

organismos vivos complejos como ratones o peces cebra. Una reaccién se considera

bioortogonal si cumple con una serie de requisitos:

Elevada selectividad y especificidad.
Cinética rapida.
Estabilidad y biocompatibilidad en medio celular tanto de los productos como de

los reactivos.

2.1.1 Tipos de reacciones bioortogonales

Las reacciones bioortogonales ocurren de una manera selectiva y rapida en los

diferentes sistemas bioldgicos. Dependiendo del tipo de proceso que tenga lugar,

podemos diferenciar varios tipos de transformaciones:

Reaccién de un marcador con una biomolécula de interés (Figura 1a). Este
marcaje provoca que la biomolécula sea rapidamente reconocida por un reactivo
gue porta un grupo fluorescente.

Activacién de sondas inteligentes (Figura 1b): mediante la reaccién de un
sustrato con sondas que presentan fluorescencia desactivada, se puede activar
la emisidn fluorescente. Se asegura asi que la fluorescencia observada provenga
Unicamente de los productos generados.

Liberacion de prodrogas y sondas inteligentes (Figura 1c). Dentro del grupo de
las sondas inteligentes existen también compuestos con la capacidad de liberar

drogas o sondas inteligentes.

12
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Figura 1: Tipos de reacciones bioortogonales

2.1.2 Antecedentes en la quimica bioortogonal

La Naturaleza cuenta con una serie de metaloenzimas que son capaces de catalizar
multiples transformaciones quimicas de una manera especifica y muy selectiva. Esta
selectividad, especificidad y velocidad de reaccién ha provocado un aumento del interés
en la sintesis de metaloenzimas artificiales. A pesar de ello, los avances se han visto
ralentizados debido a los problemas surgidos en su sintesis, disefio y caracterizacién.
Como estrategia alternativa, en los ultimos afios se ha estudiado el empleo de metales
de transicién para promover reacciones bioortogonales, siendo el objetivo final el
traslado de estas transformaciones no naturales a un medio tan complejo como el
celular. Los progresos en este campo han convertido a este tipo de procesos en un pilar

fundamental en la quimica bioortogonal actual.

El uso de compuestos de coordinacion para promover una reaccién en medio celular
difiere bastante respecto a su empleo en medio artificial. En el medio celular tanto los
productos como los reactivos y los complejos metdlicos se ven expuestos a un ambiente
complejo acuoso con una alta concentracién en sales, biomoléculas, asi como iones y

otras especies. Todos estos componentes pueden interferir a lo largo de la reaccion.

En los ultimos afios se ha descrito una serie de ejemplos de procesos que transcurren a

través de mecanismos organometadlicos que tienen lugar en medios bioldgicos e incluso
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en medios celulares. Estos trabajos confirman, en contra de la creencia establecida, la

compatibilidad de las reacciones organometalicas con los medios bioldgicos.

Uno de los primeros ejemplos de una reaccién catalizada por un metal de transicién en
medio bioldgico data del afio 1985, en el que se describe el empleo de un complejo de
rutenio soluble en agua para la hidrogenacion de los dobles enlaces de acidos grasos en
presencia de hidrégeno gas.? En 2002 se descubre la famosa reaccion de cicloadicion
azida-alquino catalizada por cobre, conocida como CuAAC.? Esta transformacion es
compatible con agua y presenta, ademads, una alta bioortogonalidad. El afio 2006
constituye otra fecha importante, en la que Meggers y colaboradores demuestran la
desproteccion de aminas protegidas por un grupo N-aliloxicarbonilo catalizado por Ru(ll)
en presencia de tioles (Esquema 1).% Esta reaccidn se puede realizar en un medio acuoso,
en presencia de aire e incluso en presencia de células de mamiferos. En muchos casos,
el producto que se genera es una especie fluorescente, lo que permite monitorizar el

avance de la reaccién mediante el uso de microscopia.

[Cp*Ru(cod)CI] (20% mol)

H H N
_~_o_N o N0~ H,N o) NH,
\([)]/ O O \([)]/ DMSO:extracto celular (1:1)
O 0 PhSH (3.5 mM), 2.5 h, 37 °C O coo
o 80%

Esquema 1: Desproteccion de aminas catalizado por Ru(ll)

Tanto la reaccién CuAAC como la desproteccion de alilcarbamatos (grupos alloc)
mediada por rutenio confirmaron el potencial de los metales de transicién para llevar a
cabo reacciones bioortogonales que no ocurren en la Naturaleza. A partir de ese
momento, el estudio de diferentes metales de transicion capaces de promover

reacciones bioortogonales ha ido en aumento.

En esta introduccién, se repasan brevemente algunas de las contribuciones mas
importantes. Hemos organizado los procesos en dos grupos, aquellos que implican la
formacién de enlaces (Figura 2a) y aquellos que suponen una rotura de enlaces (Figura

2b).
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Medio acuoso y/o medio biolégico

Figura 2: Transformaciones bioortogonales de formacion de enlaces (a) y rotura de enlaces (b)

catalizadas por complejos de metales de transicion (MT)

2.1.3 Reacciones de formacion de enlaces

A pesar del gran numero de aplicaciones que se han descrito de la reaccion CuAAC
catalizada por Cu, apenas hay ejemplos en el interior de células de mamiferos.® La
mayoria de ellos se han realizado en bacterias o implican modificacién de proteinas o

azucares en la superficie de células de mamifero.®

Esto se debe a la inestabilidad del Cu(l) en medios bioldgicos y a su toxicidad asociada.
El Cu(l) posee tendencia a oxidarse al reaccionar con Oz o H,0,, generando especies
reactivas de oxigeno (ROS). Por eso, la introduccidn de ligandos coordinantes ha sido
crucial para mantener la estabilidad del complejo de Cu, asi como para reducir su
potencial citotoxicidad.’

También se han descrito ejemplos de reacciones de metéatesis catalizadas por Ru o Mo;®
reacciones Suzuki-Miyaura catalizadas por Pd;° reacciones Sonogashira catalizadas por
Pd; procesos de formacidon de enlace C-S/C-N catalizados por Au o Pd;!! reacciones con
complejos de metal-hidruro (Ru e Ir)*? y finalmente procesos de formacién de enlaces

amida catalizados por Au.?
2.1.4 Reacciones de rotura de enlaces
2.1.4.1 Rotura de N-aliloxicarbonilo y O-alilo

La reaccion de un electréfilo alilico con un C o heterodtomo nucledfilo catalizada por un
metal de transicién se denomina genéricamente como sustitucion alilica. Esta reaccién

fue descrita por Tsuji'* y afilos mas tarde por Hata y Atkins.'®
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Este tipo de transformacién también se ha empleado para la eliminacion catalitica de
grupos aliloxicarbonilo (alloc) pertenecientes a carbamatos o carbonatos, generdndose

los correspondientes alcoholes y aminas (Esquema 2).

o R-NH, 3
P Ru(ll PZEON
r. AL _~ + NuH d(0) o Rudll) o via: > NuOH Nu o~
. ANF R M )
X o nucledfilo COZ NU\/\ R-OH M=Pd, Ru M
d 3
X= NH, OH sacrificio o

Esquema 2: Desproteccion de aminas y alcoholes protegidos por aliloxicarbonilo

Como se ha mencionado antes, Meggers* describidé la desproteccién promovida por
complejos de rutenio de aminas partiendo de sus correspondientes carbamatos en agua
y en presencia de tioles como nucleéfilos de sacrificio. En particular, aminas protegidas
por un grupo alloc reaccionan con cantidades cataliticas de [Cp*Ru(cod)Cl] en presencia
de exceso de PhSH (Esquema 3a). Esta reaccion puede llevarse a cabo en medio celular
(células Hela) usando alloc-rodamina 110 como sonda fluorogénica que después de la

desproteccién del grupo alloc, exhibe una intensa sefial fluorescente (Esquema 3b).

a)

O [Cp*Ru(cod)CI] (10 mol%)
A - =

H PhSH (5 eq.), MeOH/H,0,
t.a., overnight, 85%

b)

H H H,N o) KIH
2 2
/\/O\H/N 0 N\H/O\/\
I S [Cp*Ru(cod)CI] (20 uM)
0 PhSH (500 pM) B} (ofele}
100 pM O células Hela O
o)

Esquema 3: Rotura de aliloxicarbonilo catalizada por Ru(ll)

En este contexto, nuestro grupo de investigacién en 2014 describié el primer ejemplo
de una reaccién de desproteccién de grupos alloc que protegian agentes de unién de

ADN en medios acuosos complejos e incluso en células'® (Esquema 4).

H
S
o [Cp*Ru(cod)CI] (20 pM)
o A -
J\ | N PhSH (100 uM) células CEF ("chicken
\/\O N 2N embryonic fibroblasts") H,N
H Ph  TFA
(10 uM)
capacidad reducida de unién a ADN alta afinidad de unién a ADN
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Esquema 4: Generacion del agente de union de ADN mediante una reaccion de desproteccion promovida

por Ru

Una de las principales limitaciones de las reacciones descritas anteriormente es la
necesidad de la presencia de tiofenol como nucledfilo en el medio. Para solucionar este
problema Meggers y colaboradores desarrollaron un nuevo catalizador de Ru basado en
el complejo de Kitamura (Esquema 5a)!’ que presenta una gran eficiencia en la
desproteccion de grupos alloc, y que permite el uso de GSH como nucledfilo de sacrificio

(Esquema 5b).

a) Eterificacion alilica catalizada por el catalizador de Kitamura @ PF6
[Ru] Rl |
/\/OH + R-OH - /\/OR Sy U\)
70°C, 6 h | 1>
90% Z
— o -
Ru
b) Desproteccién de N-alloc con variantes del catalizador de Ru — =% “PF6
H -
O\n/N 0._0 HoN 0 |
[Ru-R] X ‘“"\Ru\)
)/ (0] ? P | N l -
GSH (10 eq.) R = o]
N ~ H,O/DM + ~
NHEt, O5S 20PMSO - QhE, 055 i o |
TON
Ru ("turnover number")
Ru—(R=H) 90
Ru—(R=0OMe) 150
Ru—(R=NMe,) 270

Esquema 5: Rotura catalitica de alilcarbamatos

El mecanismo propuesto se presenta en el Esquema 6. El intermedio | de Ru(ll)
experimenta un intercambio de ligando con la olefina para generar el intermedio Il. Se
forma el complejo t-alilo Il con la consecuente liberacién de la amina y CO..
Finalmente, un ataque nucledfilo al complejo r-alilo genera el intermedio de Ru(ll) IV
recuperandose la especie cataliticamente activa Il tras un intercambio de ligando. Cabe
destacar que esta reaccién se lleva a cabo sin ninguna dependencia de GSH lo que nos
indica que el proceso no se ve afectado por la alta concentracién de tioles en el medio
celular.'® En presencia de un nucleéfilo fuerte (GSH) la desproteccion (formacion de lli

a partir de Il) se convierte en el paso determinante. Sin embargo, en presencia de

17



nucledfilos mas suaves el proceso de alilacion se convierte en el determinante

(formacidn de IV a partir de Ill).

—| PF6

ShRUL
N ,R
Nu/>/ %\W \

©_| PF6 —| PF6

|
SINIA \ \\\RU
Z O

p.d.r. “PF6 p.d.r.
cuando Nu = débil \\ ©_| cuando Nu = fuerte
|
NuH \N\\\Ru\,
=

A H2N_R + C02

p.d.r. : paso determinante del ratio
Esquema 6: Propuesta del mecanismo de desproteccion del grupo aliloxicarbonilo

Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado una nueva generacion de complejos de
rutenio, que estan dotados de grupos directores permitiendo a los complejos dirigirse y
acumularse en organulos especificos (mitocondrias, reticulo endoplasmatico, etc.).
Estos complejos presentan un valor afadido, pues poseen una mejor internalizacién
celular. Por ejemplo, el complejo Ru0 presenta un grupo fosfonio que tiene gran afinidad
hacia la mitocondria (Figura 3).!° Ademads, para favorecer la visualizacién de los
complejos en el interior celular se han incorporado al grupo director fosfonio grupos
fluorescentes como el pireno. La actividad intracelular de estos complejos se ha

estudiado en la reaccién de desproteccidn de alloc-rodamina 110.

r
)
:
I
| “
grupo ! ||Q ‘
fluorescente | o SN lu—\)
|
)
N

grupo fosfonio con
afinidad mitocondrial

Ru0
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Figura 3: Complejo de Rutenio con grupo director con afinidad hacia las mitocondrias
2.1.4.2 Rotura de O-propargilo y N-propargiloxicarbonilo (poc)

La desprotecciéon de amina protegidas con el grupo propargiloxicarbonilo o alcoholes

propargilicos ha sido descrita con complejos de Pd(0), Pd (Il) y Pd(IV) (Esquema 7).2°

0
|
r. o R. [Pd] _ RX o R-OH
X0 N N g
X= NH, OH

Esquema 7: Rotura del grupo protector propargiloxicarbonilo

El primer ejemplo de desproteccion propargilica catalizada por complejos de Pd fue
desarrollado por Chen y colaboradores. 292 Se trata de la desproteccidn de poc-rodamina

110 (Esquema 8).

H H H,N 0 NH
Oo_ _N o) N_ _O 2 2
\([)l/ O O \([)l/ Pd(dba), o [PdClI(alil)], O ‘
Il 5 Il -

(1eq.) ~
(610]0)
DMSO:H,0 (5:95)
O 3h

Esquema 8: Desproteccion de grupo propargiloxicarbonilo

La rotura del enlace 0-alenilo constituye otro ejemplo de reaccién bioortogonal

promovida por complejos de Pd.?!

2.2 Diseio de sondas fluorescentes

En las ultimas décadas se han desarrollado métodos que permiten la deteccién de
biomoléculas de una manera efectiva (HPLC, ELISA, etc). Sin embargo, estos métodos
necesitan de un instrumental especializado y complicado que requiere conocimientos
previos del operador. En los ultimos afios las sondas fluorescentes han aparecido como
sustitutas idéneas de los métodos anteriores, debido a su gran sensibilidad y
especificidad, la posibilidad de realizar una deteccidén al momento, una respuesta rapida,
baja citotoxicidad, bioortogonalidad, y la compatibilidad con células vivas, tejidos e

incluso pequefios animales vivos.??

Algunos parametros a tener en cuenta a la hora del disefio de sondas son:
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e Lareaccion de la sonda tiene que presentar una alta especificidad y selectividad.
Estas sondas deben de ser capaces de realizar su funcién incluso estando en un
medio tan complicado como el bioldgico.

e La sonda debe presentar baja citotoxicidad, un requerimiento indispensable en
la quimica bioortogonal a desarrollar.

e La sonda debe presentar una alta permeabilidad que le permita una facil
internalizacion intracelular.

e Lasefal fluorescente debe ser intensa, asi como fotoestable en el tiempo.

e La excitacion ideal de la sonda deberia producirse en longitudes de ondas
cercanas al rojo lejano o cercanas al infrarrojo. Longitudes menores provocarian

dafio celular.
2.2.1 Sondas fluorescentes en la Quimica Bioortogonal

A pesar de que la quimica bioortogonal se encuentra en un proceso de expansion
constante y de los esfuerzos en el desarrollo de nuevas transformaciones
biocompatibles, existe un nimero muy limitado de sondas que nos permitan llevar a

cabo una monitorizacién en tiempo real de los procesos en las células vivas.

Para la deteccidn de los productos generados necesitamos una técnica muy potente
como es la microscopia de fluorescencia. Y por ello, las sondas fluorogénicas son mas
necesarias que nunca. Se trata de estructuras que presentan fluorescencia latente
mediante modulacién quimica. En este trabajo la modulacién sera la proteccion de
grupos funcionales. La modulacién quimica puede tanto activar como desactivar la
fluorescencia (ON->OFF), provocar que la sonda protegida y la sonda desprotegida
emitan a longitudes de onda diferentes (ON->ON), etc. Mediante un proceso adecuado
de activacién, se consigue activar las sondas fluorogénicas y convertirlas en las

correspondientes sondas fluorescentes.
2.2.1.1 Sondas AIE

Dentro de los diferentes tipos de sondas fluorescentes existe una clase que merece
mencidn especial: las sondas AIE (“aggregation-induced emision”).?> Antes del
descubrimiento de estas sondas, se conocia que la agregacién de las moléculas conducia

a una disminucioén de la sefial de fluorescencia. Precisamente, en las sondas AIE ocurre
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el proceso contrario. Mientras que en disolucién presentan una nula emisién de
fluorescencia, si se encuentran en un estado agregado exhiben una emisidon de
fluorescencia intensa caracteristica. Las sondas AIE presentan poca citotoxicidad,
bioortogonalidad y una alta estabilidad en la emisiéon de fluorescencia, lo que las
convierte en sondas con una alta aplicacién en la monitorizacién de reacciones

bioortogonales.

Las sondas AIE fueron descritas por primera vez por Tang y colaboradores en el afio

2001,%* y desde ese momento, su estudio ha experimentado un gran auge.

Aunque el mecanismo no esta del todo claro, se ha propuesto que la restriccion de la
rotacion intramolecular, asi como de las vibraciones intramoleculares vy, por tanto, de
los movimientos internos de la molécula, son los causantes de esta emision andmala de

fluorescencia.23¢

SASASA
1 2 3

llustracion 1:* Ejemplos de la emision de diferentes sondas AIE en disolucién (S) y en estado
agregado (A)
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3. OBJETIVOS
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Nuestro principal objetivo en este trabajo es el disefio y sintesis de sondas que nos
permiten monitorizar en tiempo real reacciones bioortogonales promovidas por

complejos de metales de transicién en medios celulares.

En concreto, en este trabajo se estudiara la reaccion de desproteccidn de éteres alilicos,

mediada por complejos de rutenio.

Para ello se van a disefar sondas fluorescentes que presentan un fenol en su estructura.
La proteccién del alcohol con un grupo alilo provoca un cambio en las propiedades
fluorescentes de las moléculas. La desproteccion de este grupo promovida por
complejos de rutenio genera una sefal fluorescente que permite evaluar el avance de

la reaccion en el interior celular.

Tabla 1: Cronograma de actividades

Diciembre  Enero Febrero  Marzo Abril Mayo Junio
Busqueda bibliografica X X
Sintesis de sondas X X X X
Experimentos en X X X
células
Seminarios CiQUS X X X X X X
Seminarios grupo X X X X X X
Escritura del trabajo X X
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Procesos de desproteccion de éteres alilicos mediados por complejos de rutenio

Dada la amplia experiencia y conocimiento en este campo, este grupo ha desarrollado
una serie de complejos de rutenio activos en la desproteccidn de éteres alilicos en el
interior celular (Figura 4a).’® Se trata de especies biocompatibles, no citotdxicas y
estables en el medio celular. Ademas, se ha conseguido dirigir y acumular complejos en
compartimentos celulares especificos. La estructura de estos complejos (Figura 4b) se
basa en el complejo desarrollado por Meggers que a su vez es una modificacion del de
Kitamura.l” El complejo consta de tres elementos importantes: un ligando 2-
quinolidincarboxilato (Rul y Ru2) o 8-hidroxiquinolina (Ru3) al que se le une una cadena
con la adecuada hidrofobicidad para permitir la internalizacion celular que a su vez sirve
de punto de anclaje para el tercer elemento, el grupo director hacia el compartimento
celular deseado. Para facilitar su visualizacién en medio celular el grupo director posee
un grupo fluorescente aromatico que proporciona fluorescencia al complejo (pireno,

Ruly Ru2). A continuaciodn, se presentan los complejos usados a lo largo de este trabajo:

[Ru]
a) RONS>N —  » R-OH

+ -
1 PR,

o H 0 = N\‘R‘i‘j)
\\SKN\/\N)K/\N X @)
H

| 0

T pF,
. PF,
1 pr,

Ru1 =
= T R
O 8 OO O
*N*”N Yy e
’o ; | © OH
Ru2 Ru3

Figura 4: a) Reaccidn de desproteccion promovida por Ru(ll); b) Complejos de Ru usados en este trabajo
4.2 Diseiio y sintesis de sondas

El nimero de sondas fluorogénicas desarrolladas es muy escaso, cuando se compara con
el nimero creciente de transformaciones que se pueden llevar a cabo en medios

celulares. Esto puede ser debido, en parte, a la complejidad el medio celular, asi como
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a la falta de reacciones promovidas por metales de transicion bioortogonales

adecuadas.

En este trabajo pretendemos preparar sondas fluorogénicas que se activan mediante
una reaccion de desproteccion promovida por complejos de rutenio. Las sondas
fluorogénicas presentan un éter alilico mientras que los productos fluorescentes poseen
un grupo hidroxilo libre. EI cambio en las propiedades fluorescentes se debe,

precisamente, a este cambio en el grupo funcional presente en la sonda.

Tras una busqueda bibliografica exhaustiva se ha seleccionado una serie de sondas
fluorescentes que se muestran en la Figura 5.2>2% Todas ellas constan de un grupo
funcional hidroxilo libre que serd protegido con un grupo alilo, lo que provoca una
regulaciéon de la emision de fluorescencia. Estas moléculas protegidas presentan
fluorescencia residual, mientras que sus andlogas desprotegidas poseen una
fluorescencia intensa. Las diferencias entre las distintas senales emitidas por las sondas
protegidas/desprotegidas son de gran utilidad para la monitorizacion de reacciones

bioortogonales, aportando una gran sensibilidad y facilidad de interpretacion.

Ademas, las sondas sonda A y B son sondas tipo AIE que presentan una serie de
propiedades idéneas para ser una sonda efectiva en medio celular, como son la baja

citotoxicidad, gran biocompatibilidad y excelente fotoestabilidad.

Cl

/

= Cl

4
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ne

1:R= = K@
2:R= &

Sonda A Sonda B Sonda C

3
I,

[\)_\
Pl
I
(@)=

Figura 5: Sondas sintetizadas en este trabajo

4.2.1 Sintesis de la sonda A

La sonda A es una sonda OFF-ON, en la que la proteccion del grupo hidroxilo provoca la

emisién casi imperceptible de fluorescencia y su desproteccién conduce a la formacién
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de agregados que aumentan considerablemente el grado de emision de fluorescencia,
entrando esta sonda en la categoria de sondas AIE.?%? La sintesis de la sonda Al se
obtiene mediante 2 pasos de reaccion. En primer lugar, se hace reaccionar 2-amino-5-
clorobenzamida 1 con 5-cloro-2-hidroxibenzaldehido 2 en presencia de dacido p-
toluensulfénico, EtOH y DDQ. El producto 6-cloro-2-(5-cloro-2-hidoxifenil)quinazolin-
4(3H)-ona 3 se obtuvo con un rendimiento del 91%. A continuacién, mediante
tratamiento con bromuro de alilo en presencia de K;CO3y DMF se aisla 2-(2-(aliloxi)-5-

clorofenil)-6-cloroquinazolin-4(3H)-ona 4 (A1) con un rendimiento del 18% (Esquema 9

y Anexo [).?’
o)
NH, ol
cl OH 1) TSOH/EtOH, 85°C, 1 h NH
Cl - 2)DDQ, 0°C, 1 h N
NH,
1 2 91% HO
3
o) o)
pz Cl > = Cl
N)j©/ K,COs, DMF, t.a., 30 h N)j©/
HO 18% \/\O
3 4 (A1)

Esquema 9: Ruta sintética de la Sonda A1l

También se ha prepararado una sonda con el grupo OH protegido con un grupo
propargilo (sonda A2). Como se ha comentado en la introduccién, se han descrito
reacciones de desproteccidn de éteres propargilicos promovidas por complejos de
paladio.?’ Por ello, aunque no es el objetivo de este trabajo, este compuesto se presenta
como un sustrato adecuado para futuros estudios de reactividad de este metal. La
sintesis de la sonda A2 consta de 2 pasos. Primeramente la reaccidon de 5-cloro-2-
hidroxibenzaldehido 2 con bromuro de propargilo en presencia de K,COs y acetona,
conduce al 5-cloro-2-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehido 5 con un rendimiento del 46%. A
continuacion, mediante tratamiento con 2-amino-5-clorobenzamida 1 en presencia de
acido p-toluensulfénico y DDQ se obtiene el producto 6 (A2) deseado con un
rendimiento del 57% (Esquema 10). En esta ruta sintética se invierte el orden de los
pasos de reaccidn con respecto a la sintesis de Al. Este cambio de protocolo pretende

minimizar la posible generacion de un producto O-propargilado y N-propargilado.
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Esquema 10: Ruta sintética de la sonda A2

4.2.2 Sintesis de la sonda B

La sonda B es una sonda OFF-ON, en la que la proteccién del grupo hidroxilo provoca la
desactivacion casi total de la fluorescencia y su desprotecciéon permite la formacion de
agregados aumentando asi la emisién de fluorescencia.?> Esta sonda también se
considera una sonda AIE. La sintesis de las sondas B1ly B2 constan de 2 pasos de reaccion.
En primer lugar, el tratamiento de salicilaldehido 7 con bromuro de alilo en presencia
de K2CO3y DMF conduce a la obtencién de 2-(aliloxi)benzaldehido 8. En segundo lugar,
la reaccién de 8 disuelto en EtOH con hidrazina monohidratada genera la sonda 9 (B1y

B2) deseada (Esquema 11).

R Br
H
K,CO3, DMF
OH /\/
7 R=H 8a R=H 80%
2 R=Cl R 8b R=CI89%
O
R EtOH \L
H + NH2NH2 20 —_— >
O/\/ t.a.
8

9a R=H (B1)45%
9b R=Cl (B2)42% R

Esquema 11: Ruta sintética de las sondas B1 y B2
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4.2.3 Sintesis de la sonda C

La sonda C es una sonda ON-ON?®® debido a que la proteccidon del grupo hidroxilo
provoca un cambio en las propiedades fluorescentes de las moléculas: sustrato y
producto emiten a diferentes longitudes. Esto nos permitira identificar claramente el
estado de la reaccidon en medio celular. La sintesis de la sonda C consta de 3 pasos de
reaccion. En primer lugar, el tratamiento de isoforona 10 con malononitrilo en presencia
de EtOH y piperidina, da lugar a la formacion del producto 2-(3,5,5-trimetilciclohex-2-
en-1-ilideno) malononitrilo 11 con un rendimiento del 56%. En segundo lugar, reaccion
de 2-(3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ilideno)malononitrilo 11 con 4-(dietilamino)-2-
hidroxibenzaldehido 13 en presencia de EtOH y piperidina conduce al producto 13 con

un rendimiento del 11%.

A continuacion, se obtiene 14 (C) con un rendimiento del 29% por tratamiento de 13

con bromuro de alilo en presencia de K;COsy DMF (Esquema 12 y Anexo ).
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Esquema 12: Ruta sintética de la sonda C

4.3 Estudios en células vivas

Una vez sintetizadas las sondas, estudiaremos su comportamiento en medio celular.
Trabajaremos con células de cancer cérvico-uterino (células Hela). Debido a la
complejidad del medio celular, asi como las caracteristicas intrinsecas del medio,
trabajar en medio celular difiere mucho del trabajo en laboratorio. Los resultados que
se presentan a continuacién son el resultado de numerosos experimentos realizados a
lo largo de la elaboracidn de este trabajo, hasta conseguir unas condiciones éptimas y

de alta reproducibilidad.

Como ya se ha comentado anteriormente, las diferentes sondas se van a estudiar en la

reaccidon de desproteccién mediada por complejos de rutenio. Se probardn los tres
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complejos mostrados en la Figura 4. Asimismo, se optimizaran también concentraciones

y tiempos de reaccion, aunque sélo se mostraran las condiciones finales optimas.
4.3.1 Estudio de la sonda A1

Las células son incubadas con 50 uM de complejo de rutenio (Rul) durante 30 min en el
medio de cultivo celular DMEM (“Dulbecco’s modified Eagles’s medium”) (400 uL). A
continuacion, se realizan 3 lavados con DMEM fresco (400 pL), para asi evitar que quede
complejo en el medio extracelular que pueda reaccionar con la sonda. De este modo
garantizamos que la reaccidn ocurre Unicamente de manera intracelular. Las células se
incuban con sonda A (100 uM) durante 30 min. En paralelo se realizan los controles
correspondientes: células incubadas Unicamente con la sonda A (100 uM), células
incubadas uUnicamente con el complejo Rul (50 puM), asi como células incubadas

Unicamente con el producto (100 uM) todos ellos durante 30 min.

Para finalizar, se lavan las células con DMEM (2X400 pL) para eliminar restos
extracelulares y se transfieren a los portaobjetos para facilitar su visionado. Se realizan
capturas de imagen de las muestras gracias al equipo y diferentes filtros presentes en el

instrumento.
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Figura 6: a) Reaccion de desproteccion que tiene lugar en medio celular; b) Micrografias de fluorescencia
en células Hela: (A) Células tratadas con sonda A; B) Células tratadas con Rul y sonda A (Aex=385 nm,

Aem>520 nm); C) Células tratadas con Rul y sonda A (Aex=385 nm, Aem=450-500 nm)

En la Figura 6 se recogen las imagenes de estos estudios. En el panel A aparecen células
tratadas Unicamente con la sonda A. Como se puede observar, no existe sefal
fluorescente, lo que corrobora el comportamiento adecuado de este compuesto como
sonda fluorogénica. En los paneles B y C se muestra la sefal intensa de fluorescencia
generada intracelularmente tras la incubacion con el complejo y el sustrato, siguiendo
el protocolo previamente especificado. La sonda presenta fluorescencia al excitar a 385
nm con longitudes de emision entre 520-550 y 450-500 nm (paneles B y C,
respectivamente). También cabe destacar que en estos paneles se observa la formacién
caracteristica de un agregado que presenta una fluorescencia muy intensa propia de los

AlEs.

Se confirma que la seiial fluorescente emitida corresponde con el producto de reaccioén,
al incubar directamente las células con producto (Figura 7, paneles A y B). También
demostramos que la seial residual del complejo (fluorescencia del grupo pireno) no

interfiere en la seial del producto (Figura 7, paneles Cy D).
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Figura 7: (A, B): Células tratadas con el producto 3: A) (Aex=385 nm, Aem>520 nm); B) (Aex=385 nm,
Aem=450-500 nm); (C, D) Células tratadas con Rul: C) (Aex=385 nm, Aem>520 nm); D) (Aex=385 nm,
Aem=450-500 nm)

4.3.2 Estudio de la sonda B1

Las células son incubadas con 50 uM del complejo Ru3 durante 30 min en DMEM (400
pL). A continuacion, se realizan los 3 lavados pertinentes con DMEM (400 pL). Las células
se incuban con sonda B1 (100 uM) durante 90 min (Figura 8). De nuevo, en paralelo se
realizan los controles correspondientes (células incubadas Gnicamente con la sonda B1
durante 90 min, células incubadas Unicamente con los complejos durante 30 min (50

M), asi como células incubadas Unicamente con el producto durante 90 min (100 uM).
a)
1S |
. Ru3 N

9a Sonda B 15
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Figura 8: a) Reaccion de desproteccion que tiene lugar en medio celular; b) Micrografias de fluorescencia
en células HelLa: A) Células tratadas con sonda B1; B) Células tratadas con Ru3 y sonda B1 (Aex=385 nm,

Aem>520 nm)

En la Figura 8 se muestran las imagenes procesadas de estos experimentos. En el panel
A las células han sido tratadas Unicamente con la sonda B1. Como se puede observar,
no existe sefial fluorescente, tal y como cabe esperar de una sonda fluorogénica. En el
panel B se muestra la sefial intensa de fluorescencia generada intracelularmente tras la
incubacién con el complejo Ru3 y el sustrato, siguiendo el protocolo previamente
especificado. La sonda presenta fluorescencia al excitar a 385 nm con longitudes de
emision a partir de 520 nm. Al igual que en el caso interior, aparece en el panel B de la

Figura 8 un agregado que presenta una fluorescencia muy intensa propia de los AlEs.

Figura 9: Micrografias de fluorescencia en células HelLa: A) Células tratadas con el producto 16; B)

Células tratadas con Ru3

En la Figura 9, panel A, se muestran células incubadas unicamente con el producto. Es
llamativa la formacién de un precipitado fluorescente extracelular. Esto significa que el

producto precipita y forma agregados fluorescentes en el medio celular, lo que impide
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su internalizacién. Sin embargo, cuando las células se incuban con la sonda B1 (Figura 8
panel A) no se observan estos precipitados. Esto es debido a que la proteccion del grupo
OH impide la agregacion, favoreciendo por tanto su internalizacion y la posterior
generacioén del producto en el interior de las células. En el panel B, se observa la nula

emisién de fluorescencia por parte del complejo Ru3.
4.3.3 Estudio de la sonda C

Las células son incubadas con 50 uM de los complejos de rutenio Rul y Ru2 durante 30
min en DMEM (400 pL). A continuacién, se realizan los 3 lavados pertinentes con DMEM
(400 pL). Las células se incuban con la sonda C (100 uM) durante 4 h. De nuevo, en
paralelo se realizan los controles correspondientes (células incubadas Unicamente con
la sonda C durante 4 h (100 uM), células incubadas Unicamente con los complejos (50
M) durante 30 min, asi como de células incubadas Unicamente con el producto (100

uM) durante 4 h.

a) NC
y

! ot

CN

Ru1 o Ru2

=

14 Sonda C
b)

Figura 10: a) Reaccidén de desproteccion que tiene lugar en medio celular; b) Micrografias de

fluorescencia en células HelLa: A) Células tratadas con sonda C; B) Células tratadas con Rul y sonda C; C)

Células tratadas con Ru2 y sonda C (Aex=650 nm, Aem=675-725 nm)
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Al igual que en los casos anteriores podemos observar los resultados de los
experimentos en las imagenes recogidas en la Figura 10. En el panel A se muestran
células tratadas Unicamente con la sonda C protegida. Como se puede comprobar existe
una emision de fluorescencia residual. Los paneles B y C desvelan un aumento en la
intensidad de la seial de fluorescencia al incubar con el sustrato las células previamente
tratadas con los complejos de rutenio, siguiendo el protocolo previamente especificado.
La sonda presenta fluorescencia al excitar a 650 nm con longitudes de emisiéon entre

700-750 nm.

Figura 11: A) Células tratadas con el producto 13 durante 4 h (Aex=650 nm, Aem=675-725 nm); B) Células

tratadas con Rul; C) Células tratadas con Ru2

La Figura 11, panel A, muestra células incubadas Unicamente con el producto,
observandose emision similar de fluorescencia. En el panel By C se observa como Ruly

Ru2 no presentan emision de fluorescencia en las longitudes de onda utilizadas.

Teniendo en cuenta toda la informacidn adquirida a lo largo de este estudio en células
vivas, se puede concluir que las sondas sintetizadas son sondas bioortogonales. Las
células no ven alterada su morfologia tras el tratamiento con las mismas. Asimismo,
tampoco se observa un descenso en su viabilidad. Ademas, son sustratos facilmente
internalizables. Finalmente son desprotegidas en el interior de las células por los
complejos de rutenio. Por todo ello, cumplen con el objetivo de poder monitorizar el
avance de una reaccién intracelular, pudiendo diferenciarse perfectamente las distintas

sefiales de fluorescencia emitidas por los sustratos y los productos.
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5. CONCLUSIONES
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En este trabajo se ha planteado el disefio y sintesis de sondas fluorescentes que
permiten la monitorizacidon en tiempo real de una reaccion bioortogonal en el interior

de células vivas.

Se han preparado 4 sondas fluorogénicas tipo AIE (4, 6, 9ay 9b) que exhiben altos niveles
de fluorescencia en estado agregado. También se ha sintetizado la sonda fluorescente
ON->ON 14 en la que el sustrato y el producto emiten a longitudes de onda diferentes
(favoreciendo asi la monitorizacion de los procesos). Ademas, presenta la ventaja
afadida de emitir en el IR, convirtiéndose en una sonda ideal para futuros estudios en

organismos mas complejos.

Estas sondas fluorescentes se han utilizado para estudiar reacciones de desproteccién
de éteres alilicos promovidas por complejos de rutenio en el interior de células vivas

Hela.

Las sondas presentan baja citotoxicidad y alta biocompatibilidad al no observarse ninguin

efecto adverso.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos animan a profundizar en la investigacién
del uso de sondas fluorescente como sustratos en reacciones promovidas por rutenio.
Asimismo, también se puede modificar su estructura para ser empleadas en reacciones
mediadas por otros metales de transicién. La quimica bioortogonal esta aln en su
infancia dentro de la quimica bioldgica, pero sus potenciales aplicaciones auguran un

gran futuro apoyado en el desarrollo de la microscopia fluorescente.
Conclusiodns:

Neste traballo planeouse o desefio e sintese de sondas fluorescentes que permiten a

monitorizacidn en tempo real dunha reaccién bioortogonal no interior de células vivas.

Presentdronse 4 sondas fluoroxénicas tipo AIE (4, 6, 9a y 9b) que exhiben altos niveis de
fluorescencia en estado agregado- Tamén se sintetizou a sonda fluorescente ON->ON
14 na que o substrato e o produto emiten a lonxitudes de onda diferentes (favorecendo
asi a monitorizacion dos procesos). Ademais, presenta a vantaxe engadida de emitir no
IR, converténdose nunha sonda ideal ara futuros estudos en organismos mais

complexos.
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Estas sondas fluorescentes utilizaronse para estudar reacciéns de desproteccién de

éteres alilicos promovidas por complexos de rutenio no interior de células vivas Hela.

As sondas presentan baixa citotoxicidade e alta bioortogonalidade ao non observarse

ningun efecto adverso.

Os resultados obtidos neste traballo animannos a afondar na investigaciéon do uso de
sondas fluorescentes como substratos en reaccidns promovidas por complexos de
rutenio. Asimesmo, tamén se pode modificar a sua estrutura para ser empregadas en
reaccidons mediadas por outros metais de transicién. A quimica bioortogonal estd ainda
na sua infancia, pero as sUas potenciais aplicaciéns auguran un gran futuro apoiado no

desenvolvemento da microscopia fluorescente
Conclusions:

In this work, the design and synthesis of fluorescent probes that allow real-time

monitoring of a bioorthogonal reaction inside living cells has been proposed.

Four AlE-type fluorogenic probes (4, 6, 9a and 9b) have been prepared that exhibit high
levels of fluorescence in an aggregated state. The fluorescent probe ON-> ON 14 was
also synthesized in which the substrate and the product emit at different wavelengths
(thus favoring the monitoring of the processes). In addition, it presents the added
advantage of emitting in the IR, becoming an ideal probe for future studies in more

complex organisms.

These fluorescent probes have been used to study deprotection reactions of allylic

ethers promoted by ruthenium complexes inside living Hela cells.

The probes show low cytotoxicity and high biocompatibility since adverse effects are not

appreciated.

The results obtained in this work encourage us to further explore the use of fluorescent
probes as substrates in reactions promoted by ruthenium. Likewise, its structure can
also be modified to be used in reactions mediated by other transition metals.
Bioorthogonal chemistry is still in its infancy within biological chemistry, but its potential
applications augur a great future supported by the development of fluorescent

microscopy.
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7.1 Anexo I: Procedimiento experimental
Condiciones de trabajo y disolventes

Las reacciones fueron realizadas con disolventes anhidros de la casa comercial Sigma
Aldrich o Fisher; en caso de utilizar como disolvente agua se obtuvo a partir de un
sistema de purificacién de agua MilliQ integral con dispensador Q-POD de la marca
Merck. Los disolventes empleados en procesos de extraccion y en cromatografia de
columna se emplearon con el grado de pureza adecuado y sin previa purificacidn. Las
fracciones orgdnicas procedentes de extracciones acuosas se secaron con sulfato de

magnesio anhidro.

Para reacciones a altas temperaturas se utilizaron bafios de silicona y placas metdlicas

provistas de termdémetro de contacto.

Las adiciones de disoluciones y disolventes se llevaron a cabo via jeringa de plastico y

agujas de la casa comercial Braun.

Para la cromatografia en capa fina se utilizé gel de silice F-254 Merck, con revelado
mediante exposicién a la luz ultravioleta luz (254 nm, 365 nm), y revelado al calor de
capa fina previamente tratados con disolucién reveladora de permanganato: K,COs (0.4
M), NaOH (0.015 M), KMnQg4 (0.05 M) en H20. Los factores de retencién (Rf) descritos
se han obtenido sobre gel de silice. En la cromatografia en columna se utilizé gel de silice

Silicagel 60A de Acros Organics.

Los productos y los crudos se concentraron eliminando los elementos volatiles a presién

reducida con un rotavapor Buchiy posterior tratamiento con alto vacio.
Técnicas analiticas e instrumentales
1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN se realizaron en CDCI3, salvo que se indique lo contrario, y se

registraron en los espectrometros AMX-300 (300.13 MHz para *Hy 75.37 MHz para 3C).
Los espectros se procesaron con la ayuda del programa MestreNova®.

Los valores de los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes por millon

(ppm), y se encuentran referidos a la sefial residual del disolvente, *H (7.26 ppm) y 3C
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(77.16). Las multiplicidades en los espectros de 3C se han asignado mediante técnicas
DEPT. Las abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad de las sefiales son las

siguientes:

H: (s) = singulete, (d) = doblete, (dd) = doble doblete, (dt) = doble triplete, (t) = triplete,

(c) = cuadruplete, y (m) = multiplete o sefial sin resolver.
2. Microscopia electrdnica

Para la visualizacidn celular se utilizé una cdmara Andorzyla montada en un microscopio

Nikon TiE. Las imagenes fueron procesadas con ImagelJ y NIS software (Nikon).
Los pardmetros empleados son los siguientes:

Para el NiKon (Semrock): Cubo de filtros DAPI-1160B-000: BP 387/11 nm, LP 447/60 nm
and DM 409 nm; Cubo de filtros FITC-3540C-000: BP 482/35 nm, LP 536/40 nm y DM
506 nm; Cubo de filtros TRITC-B-000: BP 543/22 nm, LP 593/40 nm y DM 562 nm.

3. Espectroscopia de masas

El seguimiento de las reacciones se ha realizado por espectroscopia de masas: Bruker

amaZon SL con trampa idnica.
Reactivos comerciales y sustratos de partida

Los reactivos comerciales se han adquirido con el mayor grado de pureza accesible y se

han empleado sin previa purificacién.
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Sintesis y caracterizacion de sustratos

6-Cloro-2-(5-cloro-2-hidroxifenil)quinazolin-4(3H)-ona 3

(0]
0 OH Cl
Cl 1) TsOH/EtOH NH
NH2 + ’
cl O 2)DbDQ N/ Cl
NH,
HO
1 2 3

En un matraz de 50 mL se introducen 2-amino-5-clorobenzamida 1 (0.17 g, 1 mmol, 1
eq.), 5-cloro salicilaldehido 2 (0.16 g, 1 mmol, 1 eq.), Ts-OH.H,0 (0.02 g, 0.1mmol, 0.1
eq.) y EtOH (10 mL). La disoluciéon de color rojizo/naranja intenso se calienta a 80 °C bajo

agitacion y reflujo durante 1 h.

Finalizada la hora, la disolucién (ahora con una tonalidad amarillenta) se enfria con un
bafio de hielo. Se afiade DDQ (0.23 g, 1 mmol, 1 eq.) agitando la mezcla durante 1h a
0°C, observandose la formacidn de un precipitado color crema. Se filtra el sélido y se
lava con EtOH frio (2x10 mL). Tras la eliminacién de disolventes a presién reducida, se

obtiene 0.280 g del producto 3 como un sélido blanquecino/grisaceo.
Aspecto: sélido blanquecino/grisaceo

Rendimiento: 91%

Rt (MeOH): 0.8

Los datos espectroscopicos de 3 estdn de acuerdo con los descritos por K. K. Sadhu, E.

Lindberg, N. Winssinger, Chem. Commun. 2015, 51, 16664.

2-[2-(Aliloxi)-5-clorofenil]-6-cloroquinazolin-4(3H)-ona 4

0 0
ClﬁNH _ B CI\(:EJ\NH
N/)D/C' K,CO3 DMF N/)D/C'
HO "0
3 4
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En un matraz de 50 mL se disuelve 3 (0.10 g, 0.33 mmol, 1 eq.) en DMF (1mL). Una vez
disuelto, se afiaden K,COs (0.05 g, 0.39 mmol, 1.2 eq.) y bromuro de alilo (67uL, 0.78
mmol, 2.4 eq.). La disolucién con coloracidn amarillenta se agita durante 15h a
temperatura ambiente. La reaccién es monitorizada por TLC. Cuando el proceso finaliza
(desaparicion del sustrato 3 a las 30 h) se elimina el disolvente a presion reducida. Acto
seguido afiadimos H,0 (10 mL) y CH>CL, (10 mL) para la separacioén las distintas fases. La
fase acuosa es extraida dos veces con CH,Cl; (2x10 mL). La fase orgdnica se seca con
MgSO04 anhidro, se filtra y el disolvente se elimina a presidn reducida. El crudo de la
reaccion se purifica mediante cromatografia flash sobre silica gel, usando como eluyente

hexano/AcOEt 3:1. Se obtienen 20.1 mg de producto 4 como un aceite incoloro.
Aspecto: aceite incoloro

Rf (Hexano/AcOEt 3:1): 0.36

Rendimiento: 18%

1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 11.01 (s, 1H, NH), 8.51 (s, 1H, CHar), 8.24 (s, 1H, CHar),
7.71 (t, 2H, CHar), 7.35 (d, 1H, CHar), 7.01 (d, 1H, CHar), 6.12 (m, 1H, CH=CH,), 5.48 (m,
2H, CH=CH,), 4.79 (s, 2H, OCHs).

5-Cloro-2-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehido 5

0 - 0]
C'ﬁj\H Br - Cl\dkH
K,COs3, acetona, t.a., 48 h
OH 2 3 @) %

En un matraz de 50 ml se disuelve 2 (1 g, 6.38 mmol, 1 eq.) en acetona (16 mL). Una vez
disuelto, se afiaden K,COs3 (1.32 g, 9.57 mmol, 1.5 eq.) y bromuro de propargilo (2 g, 9.57
mmol, 3 eq.). La disolucidén con coloracién parda se agita durante 48 h a temperatura
ambiente. La reaccién es monitorizada por TLC. Cuando el proceso finaliza (desaparicién
del sustrato 2) se elimina el disolvente a presién reducida. Acto seguido afiadimos H,0
(250 mL) y CH,Cl; (250 mL) para la separacién de las diferentes fases. La fase acuosa es
extraida dos veces con CHCl; (2x250 mL). La fase orgdnica se seca con MgSQOas anhidro,

se filtra y el disolvente se elimina a presion reducida. El crudo de la reaccién se purifica
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mediante cromatografia flash sobre silica gel, usando como eluyente hexano/AcOEt 3:1.

Se obtiene 528 mg de producto 5 como un sélido blanquecino.
Aspecto: sélido blanquecino

R¢ (Hexano/AcOEt 3:1): 0.36

Rendimiento: 46%

Los datos espectroscopicos de 5 estdn de acuerdo con los descritos por S. Vedachalam,

Q. Wong, B. Maji, J. Zeng, J. Ma, X. Liu, Adv. Synth. Catal., 2011, 353, 219.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 10.39 (s, 1H, CHO), 7.79 (d, 1H, CHar), 7.50 (dd, 1H,
CHar), 7.08 (d, 1H, CHar), 4.82 (d, 2H, CH,), 2.58 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C=CH); 13C NMR (75
MHz, CDCls): & (ppm) 188.1, 158.1, 135.2,128.0, 127.4, 126.3, 114.9, 77.3, 76.7, 56.7.

6-Cloro-2-[5-cloro-2-(prop-2-in-1-iloxi)fenillquinazolin-4(3H)-ona 6

o]

? 0 Cl
cl cl 1) TSOH.H,,0, 1 h NH
H . NH; >
= Cl
o 2)DDQ, 0°C, 1 h N

7

NH,

5 1 56% ///\O
6

En un matraz de 100 mL se afiade 5-cloro-2-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehido 5 (0.22 g,
1.12 mmol, 1 eq.), 2-amino-5-clorobenzamida 1 (0.190 g, 1.12 mmol, 1 eq.), TsOH.H,0 (
0.02 g, 1.12 mmol, 0.1 eq.) y EtOH ( 10 mL). La disolucion de color crema se calienta a
80 °C a reflujo durante 1 h.

Una vez pasada la hora, la disolucidn se enfria con un baio de hielo. Se afiade DDQ (0.25
g, 1.12 mmol, 1 eq.) agitando la mezcla durante 1h a 0 °C, observandose la formacién de
un precipitado color blanquecino. Se filtra el sélido y se lava con EtOH frio (3x10 mL).
Tras la eliminacion de disolventes a presiéon reducida, se obtiene 0.22 g del producto 6

como un sdlido blanquecino/grisaceo.
Aspecto sdlido blanquecino/grisaceo
Rf(Hexano/AcOEt 3:1): 0.21

Rendimiento: 57%
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1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 10.74 (s, 1H, NH), 8.51 (s, 1H, CHar), 8.26 (s, 1H, CHa),
7.73 (t, 2H, CHar), 7.48 (d, 1H, CHar), 7.15 (d, 1H, CHar), 4.95 (m, 2H, OCH,), 2.65 (s, 1H,
C=CH).

2-(Aliloxi)benzaldehido 8a

o) o)
Br/\/
@” - dH
K,COs, DMF
OH o™
8a

7

En un matraz de 50mL se introduce salicilaldehido 7 (0.61 g, 5 mmol, 1 eq.) que se
disuelve en 15 mL de DMF. A continuacion, se afiade K,CO3 (0.83 g, 6 mmol, 1.2 eq.).
Finalmente se adiciona bromuro de alilo (0.72 g, 6 mmol, 1.2 eq.). La disolucion se agita

durante 15 h a temperatura ambiente.

El avance de la reaccion se controla mediante TLC. Transcurridas 15 h se observa la
desaparicion completa de los productos de partida. Se procede a la adiciéon de H,0 (50
mL) y CHxCl; (25 mL), separdandose las diferentes fases. La fase acuosa se extrae con
CH,Cl, (3x25 mL). La fase organica se lava con una disolucién acuosa saturadas de NaCl
(50mL). La fase orgdnica resultante se seca con MgSO4 anhidro, se filtra y se seca el
disolvente con presién reducida. El DMF remanente se elimina mediante la linea de alto
vacio. El crudo de la reaccidén se purifica mediante cromatografia flash sobre silica gel
usando hexano/AcOEt 3:1 como eluyente. Se obtienen 0.65g de producto 8a como un

sélido blanco.
Aspecto: sélido blanco
R¢(Pentano/EtOAc 95:5): 0.23

Los datos espectroscdpicos estan de acuerdo con los descritos por K. Hirano, A. T. Biju,

. Piel, F. Glorius, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 14190.

1H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10.49 (s, 1H, CHO), 7.79 (dd, 1H, Ha/), 7.51-7.45 (m,
1H, Har), 7.00-6.92 (m, 2H, Has), 6.03 (ddt, 1H, CH=CH,), 5.41 (ddd, 1H, CH=CH,), 5.29
(dd, 1H, CH=CH,), 4.61 (dt, 2H, OCH,); 3C NMR (100 MHZ, CDCl3): & (ppm) 189.6, 160.9,
135.9, 132.4, 128.3, 125.0, 120.8, 118.0, 112.9, 69.1.
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1,2-bis[(E)-2-(Aliloxi)benzilideno]hidrazina 9a

O

H + NHoNH,H,0 g \L
_ EtOH, t.a.
o NF
8a K@

En un matraz de 100 mL, se introduce 2-(aliloxi)benzaldehido 8a (0.41 g, 2.55 mmoles,

_Z

/ﬂzp
//

2.05 eq.) que se disuelven en 20 mL de EtOH. Se adiciona hidracina monohidratada (60
pL, 1.24 mmol, 1 eq.) lentamente. La disolucidn de coloracién amarilla se agita a

temperatura ambiente durante 24 h.

Finalizado este tiempo, se observa la apariciéon de un precipitado amarillo. El precipitado
se filtra y se lava con EtOH frio (3x30 mL). Tras la eliminacién del disolvente a presion

reducida, se obtienen 0.37g de producto 9a como un sdélido amarillo.
Aspecto: sélido amarillo
Rendimiento: 45%

1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 9.13 (s, 2H, -CH=N), 8.13 (dt, 2H, Har), 7.40 (t, 2H,
Har), 7.02 (t, 2H, Har), 6.93 (d, 2H, Har), 6.08 (m, 2H,2x -CH=CH,), 5.47 (d, 2H, CH=CHy,),
5.31 (d, 2H, CH=CH,), 4.62 (d, 4H, OCH,);2*C-NMR (CDCl3, 75 MHz): & (ppm) 157.8 (2xCa),
157.8 (2xC=N), 133.2 (2xCH=CH,), 132.5 (2xCHar), 127.7 (2xCHa/), 123.4 (2xCas), 121.3
(2XCHar), 118.1 (2xCH=CH,), 112.7 (2XCHar), 69.4 (2x-OCH).

2-(Aliloxi)-5-clorobenzaldehido 8b

0]
| B
C \djxl_l r ﬁ
K,CO3 DMF
oH AF

2

En un matraz de 50 mL se introduce 5-clorosalicilaldehido 2 (0.78 g, 5 mmol, 1 eq.) que

se disuelve en 15 mL de DMF. A continuacion, se anade K,CO3(0.83 g, 6 mmol, 1.2 eq.).
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Finalmente se adiciona bromuro de alilo (0.72 g, 6 mmol, 1.2 eq.). La disolucién se agita

durante 15 h a temperatura ambiente.

El avance de la reaccion se controla mediante TLC. Transcurridas 15 h se observa la
desaparicion completa de los productos de partida. Se procede a la adiciéon de H,0 (50
mL) y CHxCl; (25 mL), separdndose las diferentes fases. La fase acuosa se extrae con
CHCl; (3x25 mL). La fase organica se lava con una disolucién acuosa saturada de NaCl
(50mL). La fase orgdnica resultante se seca con MgSO4 anhidro, se filtra y se seca el
disolvente con presién reducida. El DMF remanente se elimina mediante la linea de alto
vacio. El crudo de la reaccién se purifica mediante cromatografia flash sobre silica gel
usando hexano/AcOEt 3:1 como eluyente. Se obtienen 0.87 g de producto 8b como un

sélido blanco.

Aspecto: sélido blanco
Rendimiento: 89%

Rf= (Pentano/EtOAc 95:5): 0.30

Los datos espectroscdpicos estan de acuerdo con los descritos por K. Hirano, A. T. Biju,

. Piel, F. Glorius, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 14190.

IH NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 10.43 (s, 1H, CHO), 7.75 (d, 1H, Ha/), 7.48-7.40 (m,
1H, Har), 6.92 (d, 1H, Har), 6.12-5.96 (m, 1H, CH=CH,), 5.43 (dd, 1H, CH=CH>), 5.34 (dd,
1H, CH=CH>), 4.63 (dd, 2H, OCH>); *3C NMR (75 MHz, CDCl3) & (ppm) 188.5, 159.4, 135.4,
132.0, 128.0, 126.6, 126.0, 118.6, 114.6, 69.7.

1,2-bis[(E)-2-(Aliloxi)-5-clorobenzilideno]hidrazina 9b

i
cl |
H + NH2NH2H20 —_— N.
P EtOH, ta. j\
O/\/

8b

&
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En un matraz de 100 mL, se introduce 2-(aliloxi)-5-clorobenzaldehido 8b (0.5 g, 2.55
mmol, 2.05 eq.) que se disuelven en 20 mL de EtOH. Se adiciona hidracina
monohidratada (60 uL, 1.24 mmol, 1 eq.) lentamente. La disolucién de coloracion

amarilla se agita a temperatura ambiente durante 24 h.

Finalizado este tiempo, se observa la apariciéon de un precipitado amarillo. El precipitado
se filtra y se lava con EtOH frio (3x30 mL). Tras la eliminacidn del disolvente a presion

reducida se obtienen 0.42 g de producto 9b como un sdélido amarillo.
Aspecto: sélido amarillo
Rendimiento: 42%

1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 9.05 (s, 2H, CH=N), 8.13 (d, 2H, Has), 7.38 (dd, 1H,
Har), 7.35 (d, 1H, Har), 6.89 (d, 2H, Har), 6.01 (m, 2H, CH=CH), 5.46 (d, 2H, CH=CH.), 5.36
(d, 2H, CH=CH,), 4.64 (d, 4H, 2xOCH).

13C-NMR (CDCls, 75 MHz): & (ppm) 157.1 (2xCar), 157.0 (2xHC=N), 132.7 (2xCH=CH.,),
132.2 (2xCHar), 127.3 (2xCHar), 126.6 (2xCar), 124.7 (2xCar), 118.5 (2xCH=CH,), 114.2
(2XCHar), 69.8 (2xOCH,).

2-(3,5,5-Trimetilciclohex-2-en-1-ilideno)malononitrilo 11

o NC._CN

CN -
EtOH, piperidina

10 1

En un schlenk bajo atmosfera de N3 se introcuce la isoforona 10 (0.92 g, 6.67 mmol, 1eq.)
y 10 mL de EtOH. Sobre la disolucién resultante, se adiciona malononitrilo (0.53 g, 8.07
mmol, 1.2eq.) y 116 ulL de piperidina. La disolucion de color marrén se calientaa 80 Ca

reflujo, bajo atmdsfera de N, durante 12h.

Finalizado este tiempo, la disolucién adquiere una tonalidad mas oscura. Se elimina el
disolvente a presion reducida. A continuacién, se afiade H,O (10 mL) y CHxCl, (10mL)
separandose las fases. La fase acuosa es extraida dos veces con CH,CL; (2X10mL). La fase

organica se seca con MgS0a4 anhidro, se filtra y el disolvente es eliminado a presién
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reducida. Se observa la aparicion de un sdlido violeta que se purifica mediante
cromatografia flash sobre silica gel usando hexano/AcOEt 2:1 como eluyente. Se

obtienen 700 mg de producto 11 como un sdlido amarillo/blanquecino.
Aspecto: sélido amarillo/blanquecino

Rf (Hexano/AcOEt 2:1): 0.37

Rendimiento: 56%

Los datos espectroscépicos estan de acuerdo con los descritos por H. Zhang, X. Xia, H.

Zhao, G. Zhang, D. Jiang, X. Xue, J. Zhang, Dyes and Pigments 2019, 163, 183.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 6.61 (s, 1H, CH), 2.51 (s, 2H, CH2), 2.17 (s, 2H, CH2),
2.03 (s, 3H, CH3), 1.01 (s, 6H, 2xCHs).

(E)-2-(3-(4-(dietilamino)-2-hidroxistiril)-5,5-dimetilciclohex-2-en-1-

ilideno)malononitrilo 13

NC.__CN

O\
NC._CN oH ‘
| . - l OH
ij/ EtOH, piperidina
N oW
) )

1" 12 13

En un matraz de 50 mL se disuelven 11 (0.26 g, 1.14 mmol, 1 eq.) y (4-dietilamino)-2-
hidroxibenzaldehido 12 (0.22 g, 1.14 mmol, 1 eq.) en 10 mL de EtOH. Se afiaden 12 gotas

de piperidina. La disolucién de color violeta se calienta a 80 °C durante 48 h.

Finalizadas las 48 h, se realiza una monitorizaciéon de la reaccion mediante TLC. Se
observa la desaparicién completa de 11 y 12 tras las 48 h. El disolvente es eliminado
mediante presién reducida. Se afiaden H,0 (10 mL) y CHxCl; (10 mL) y se separan las
fases. La fase acuosa se extrae tres veces con CH3Cl; (3X10 mL). La fase organica
resultante se seca con MgSQ0a anhidro, se filtra y finalmente el disolvente se elimina a

presién reducida. El crudo de la reaccidn se purifica mediante cromatografia flash sobre
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silica gel usando CH,Cl,/MeOH 100:1. Se obtienen 47mg del producto 13 como un sélido

violeta.

Aspecto: sélido violeta

Rf (CH2Cl,/MeOH 100:1): 0.45
Rendimiento: 11%

Los datos espectroscopicos estan de acuerdo con los descritos por H. Zhang, X. Xia, H.

Zhao, G. Zhang, D. Jiang, X. Xue, J. Zhang, Dyes and Pigments 2019, 163, 183.

1H-RMN (CDCl3, 300 MHz): & (ppm) 7.38 (d, 1H, CH), 7.34 (d, 1H, CH), 6.89 (d, 1H, -
CH=CH-), 6.72 (s, 1H, Har), 6.31 (d, 1H, CH), 6.06 (s, 1H, Har),3.37 (q, 4H, 2xCH,-CH3), 2.55
(s, 2H, CHa), 2.55 (s, 2H, CH2), 1.20 (t, 6H, 2xCH3-CH2), 1.05 (s, 6H, 2xCHs).

(E)-2-(3-(2-(aliloxi)-4-(dietilamino)stiril)-5,5-dimetilciclohex-2-en-1-

ilideno)malononitrilo 14

NC.__CN NC.__CN

(] S
Br
l OH :/_ - (0]
O K,CO3, EtOH O
. .

) )

13 14

Se disuelve 13 (0.05 mg, 1.3 mmol, 1 eq.) con 3 mL de EtOH en un matraz de 25mL. La
disolucion adquiere un color azul. Se adiciona de manera sucesiva K2CO3 (0.02mg, 0.16
mmol, 1.2 eq.) y bromuro de alilo (26.82 uL, 0.31 mmol, 2.4 eq.). La disolucidn se calienta

a 80°C.

El avance de la reaccion se monitoriza mediante TLC. Se observa la completa
desaparicion de 13 tras 48 h. El disolvente es eliminado mediante presion reducida. Se
afade H,0 (10 mL) y CH2Cl> (10 mL) y se separan las fases. La fase acuosa serd extraida
con CHyClz(3x10 mL). La fase organica recogida se lavard con una disolucion acuosa
saturada de NaCl (20 mL). La fase orgdnica resultante se seca con MgSO4 anhidro, se

filtra y finalmente el disolvente se elimina a presién reducida. El crudo de la reaccidn se
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purifica mediante cromatografia flash sobre silica gel utilizando CH,Cl,/MeOH 100:1. Se

obtienen15 mg de producto 14, como un sélido violeta.
Aspecto: sélido violeta

Rendimiento: 29%

Rf (CH2Cl2/MeOH 100:1): 0.71

Los datos espectroscopicos estan de acuerdo con los descritos por H. Zhang, X. Xia, H.

Zhao, G. Zhang, D. Jiang, X. Xue, J. Zhang, Dyes and Pigments 2019, 163, 183.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 7.44 (d, 1H, CH), 7.41 (d, 1H, CH), 6.86 (d, 1H, -
CH=CH-), 6.71 (s, 1H, Har), 6.32 (d, 1H, CH), 6.11 (s, 1H, CH), 6.11 (m, 1H, -CH=CH.), 5.48
(d, 1H, CH=CH,), 5.36 (d, 1H, CH=CH,), 4.63 (m, 2H, OCH3), 3.39 (q, 4H, 2xCH,-CH3), 2.55
(s, 2H, CHy), 2.46 (s, 2H, CHa), 1.20 (t, 6H, 2xCH3-CHy), 1.07 (s, 6H, 2xCHs); 3C-NMR
(CDCls, 75 MHz): & (ppm) 169.5 (Car), 159.3 (Car), 156.8 (Car), 150.9 (Car), 133.7 (CH),
133.7 (CH), 129.4 (CH), 124.2 (CH), 121.0 (CH), 117.8 (CH=CH,), 114.9 (Ca)) 114.1 (C),
113.1 (CN), 111.3 (CN), 105.5 (CH), 95.61 (CH), 69.4 (OCH,), 44.8 (2xCH,-CHs), 43.2
(2xCHa), 39.3 (CH), 32.1 (C), 28.2 (2xCHs), 12.8 (2XCH3-CHs).

Estudios en células

De manera general, se han realizado los experimentos con células Hela usando DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagles’s Medium) como medio. Los cultivos de células en
proliferaciéon se mantuvieron en una incubadora humidificada con 5% COza 37 °C. Los

experimentos se realizan con células Hela con un periodo de incubacion de 48 h.
Reacciones promovidas por rutenio utilizando la sonda A1l:

Los experimentos en células vivas se llevan a cabo en placas de doce pocillos. Se incuban
las células con catalizador Rul (50 uM) y DMEM (400 uL) durante 30 minutos. Pasado
este tiempo, se realizan tres lavados con DMEM (400 pL). A continuacién, se afiade el
sustrato (100 uM) y se incuban las células 30 minutos. Antes de su observacién in vivo
mediante microscopia de fluorescencia de las células, es necesario lavar con DMEM

(2x400 pL) y transferir las células a portaobjetos para facilitar su visionado. Se realizan
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capturas de imagen de las muestras gracias al equipo y diferentes filtros presentes en el

instrumento.
Reacciones promovidas por rutenio utilizando la sonda B1:

Se incuban las células con catalizador Ru3 (50 uM) y DMEM (400 pL) durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se realizan tres lavados con DMEM (3x400 uL). A continuacion, se
afiade el sustrato (100 uM) y se incuban las células 90 minutos. Antes de su observacion
in vivo mediante microscopia de fluorescencia de las células, es necesario lavar con
DMEM (2x400 L) y transferir las células a portaobjetos para facilitar su visionado. Se
realizan capturas de imagen de las muestras gracias al equipo y diferentes filtros

presentes en el instrumento.
Reacciones promovidas por rutenio utilizando la sonda C:

Se incuban las células con catalizador Rul y Ru2 (50 uM) y DMEM (400 uL) durante 30
minutos. Pasado este tiempo, se realizan tres lavados con DMEM (400 pL). A
continuacion, se afiade el sustrato (100 uM) y se incuban las células 4 h. Antes de su
observacion in vivo mediante microscopia de fluorescencia de las células, es necesario
lavar con DMEM (2x400 uL) y transferir las células a portaobjetos para facilitar su
visionado. Se realizan capturas de imagen de las muestras gracias al equipo y diferentes

filtros presentes en el instrumento.

56



Espectros
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