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CP Congugated Polymers /Polimeros conjugados

d Doublet / Doblete
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N,N'-dibutyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide / N,N"-dibutil-2,2 ’-bipiridina-4,4 -

dbbpy dicarboxamida

ddobpy N,II\I’.—c?idodecyll—Z,2’-bipy.ridine-él,4’-dicarboxamide / N, N'-didodecil-2,2"-
bipiridina-4,4’-dicarboxamida

DFT Density functional theory / Teoria del funcional de la densidad

dhbpy N,N'-dihexadecyl-2,2'-bipyridine-4,4'-dicarboxamide / N,N -dihexadecil-2,2 -
bipiridina-4,4’-dicarboxamida

DMF Dimethylformamide / dimetilformamida

DMSO Dimethyl sulfoxide / Dimetilsulfoxido

KND?\T Desoxyribonucleic acid / Acido desoxirribonucleico

dobpy N,N'-dioleyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide / N,N’-dioleil-2,2 "-bipiridina-4,4 -
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dpbH Diphenylphosphinobenzoic acid / Acido difenilfosfinobenzoico

dPEGbpy N,N'-di-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide /
N,N’-di-2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil-2,2"-bipiridina-4,4 '-dicarboxamida

dppe Bis-diphenylphosphinethano / bis-difenilfosfinoetano

DRUV Diffuse reflectance UV-Vis / UV-Vis de reflectancia difusa

ECD Electrochemical doping model / Modelo de dopaje electroquimico

ED Electrochemical model / Modelo electroquimico

EDC-HCI (3-Dimethylamino-propyl)-ethyl-carbodiimide Hydrochloride / N-etil-N"-[3-
(dimetilamino)propillcarbodiimida

EDL Electrical double layer / Dobles capas eléctricas

EIS Electrochemical impedance spectroscopy / Espectroscopia de impedancia
electroquimica

ESI Electrospray ionization / Ionizacion por elesctrospray

f Oscillator strength / Fuerza del oscilador

FBS Fetal bovine serum / Suero fetal bovino

FDA Food and Drug Administration / Administracién de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos

Hbzq 7,8-benzoquinoline / 7,8-benzoquinolina
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HDA Hexadeuteroacetone / Hexadeuteroacetona

HdFppy 2-(2,4-difluorophenyl)pyridine / 2-(2,4-difluorofenil )piridina

Heteronuclear multiple bond correlation / Correlation heteronuclear a enlaces
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Hthpy 2-(2-tienyl)pyridine / 2-(2-tienil )piridina
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IL Ionic liquid / Liquido idnico

ILCT Intraligand charge transfer / Transferencia de carga intraligando

IP Ionic polyelectrolytes / Polielectrolitos idnicos

IR Infrared / Infrarrojo

ISC Intersystem crossing / Cruce intersistema

iTMCs Ionic transition metal complexes / Compuestos ionicos de metales de transicion

knr Non- radiative rate constant / Constante no-radiativa

kr Radiative rate constant / Constante radiativa

LEC Light-emitting electrochemical cell / Celdas electroquimicas emisoras de luz

LED Light emitting diode / Diodo emisor de luz

LL'CT Ligand to ligand charge transfer / Transferencia de carga de un ligando a otro ligando
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NMR / Nuclear magnetic resonance / Resonancia magnética nuclear
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o- Ortho / Orto
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Introduccion

En muchas ocasiones, vivimos rodeados de frases como “producto libre de
quimicos” que alimentan el miedo hacia la quimica y su entendimiento, pero ;cuanto de
realidad tienen dichas afirmaciones? La verdad es muy diferente y es que crecemos y
vivimos rodeados de quimica. Concretamente, muchos compuestos orgdanicos,
inorgdnicos y organometdlicos son componentes fundamentales de multitud de
dispositivos que empleamos en nuestro dia a dia como diodos s6lidos emisores de luz
(OLEDs, LEDs)!, catalizadores? sensores quimicos® o biosensores?, biomarcadores?,
medicamentos® o, incluso, formando parte de celdas fotovoltaicas’. Sin ir mas lejos, el
correcto funcionamiento de nuestro cuerpo requiere de la presencia de hasta 20
elementos quimicos considerados esenciales (Figura I.1), 10 de los cuales son metales de
transicion, presentes en su mayoria como biomoléculas. Muchos de ellos participan en
procesos tan vitales como son el transporte y almacenamiento de oxigeno o reacciones
de oxidacion — reduccién, como es el caso del hierro o el cobre, o formando parte de
vitaminas como el cobalto en la vitamina B2, o enzimas como el molibdeno en la

nitrogenasa.?

Log(abundancia en el cuerpo/ppb por peso
- E__3
0 2.3 5
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Figura I.1: Abundancia en peso de los elementos: 6 elementos (H, C, N, O, Ca, P) engloban el
98.5% en peso del cuerpo humano, 5 mas hacen el 99.9% (Na, Mg, S, CL, K). El resto estan en forma

de trazas, aunque no todos se consideran esenciales.

Precisamente, en esa versatilidad para ser empleados en el desempefio de

funciones tan diversas radica el interés de su estudio en diferentes dmbitos de la vida.



En particular, los estudios realizados sobre compuestos organometalicos luminiscentes,
su aplicabilidad en el ambito de la iluminacién y su posible potencial teranostico (de
terapia y diagnostico), estan creciendo exponencialmente en los ultimos afios.’

Por un lado, el papel de los compuestos organometalicos en medicina se ha visto
ampliamente desarrollado en las tltimas decadas. En un principio la gran mayoria de
medicamentos eran compuestos orgdnicos salvo algunas excepciones como el
salvarsan,!’ que contiene As, empleado contra la sifilis o ciertos complejos de oro para
tratar la artritis."! Sin embargo, no fue hasta el descubrimiento de la actividad
anticancerigena del cisplatino cuando se produjo el mayor impulso al desarrollo de
nuevos compuestos de metales de transicion que puedan actuar como medicamentos.?
Este tipo de derivados muestra una gran versatilidad sintética y modularidad de sus
propiedades dada la posibilidad de obtenerlos modificando el centro metalico, el estado
de oxidacion, el nimero y naturaleza de los ligandos coordinados, o la geometria del
complejo.’® Incluso pueden incluir agentes de reconocimiento celular, interaccionando
de una forma mas selectiva en el medio bioldgico.'* Otro punto de interes es el empleo
de estos complejos en el diagndstico, ademds del tratatamiento eficaz de algunas
enfermedades, asi como su uso en bioimagen como marcadores luminiscentes.'> De
hecho, en los ultimos afios, se ha manifestado un fuerte interés por el desarrollo de
agentes multifuncionales capaces de realizar de manera simultanea la localizacion,
seguimiento y tratamiento de las células o tejidos involucrados en una enfermedad.
Estos sistemas teranosticos han supuesto una gran revolucion en la forma de entender
la biomedicina.'

Por otra parte, la gran crisis energética y ecologica que vive la humanidad en este
momento ha llevado a la concienciaciéon de establecer esfuerzos importantes por
conseguir fuentes de energia limpias y renovables que sustituyan el empleo de
combustibles fdsiles. Este hecho ha acrecentrado la investigacion de nuevos materiales y
procesos que sean capaces de obtener combustibles limpios, sistemas de iluminacion de
mayor eficiencia o dispositivos capaces de almacenar la energia solar con gran
rendimiento, entre otros. En todos estos ambitos, el desarrollo de complejos metalicos

emisivos es crucial para este avance."”
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Por estas razones, el gran interes actual por encontrar nuevos compuestos
lumiscentes se ha centrado en gran medida en aquellos que presenten en su estructrura
metales de transicion; en concreto, en metales de la segunda y tercera serie de transicion,
que presentan fosforescencias de mayor eficiencia en comparacion a las emisiones de
otro tipo de compuestos orgdnicos, ofreciendo de este modo vidas medias largas,

desplazamientos de Stokes grandes y estados excitados facilmente modulables.*®

1.1 Principios de la Luminiscencia. Fluorescencia y

Fosforescencia como herramientas esenciales

A lo largo de la historia el fendmeno de la luminiscencia ha sido ampliamente
estudiado, siglos atrds ya se observd como infusiones procedentes de ciertas especies
vegetales (Lignum Nephriticum, Cinchona) emitian luz en la noche tras estar expuestas a
luz solar, algo que ya daba indicios de la existencia de interacciones entre la luz y la
materia. Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX cuando este fendmeno tuvo
nombre y se estudié desde un punto de vista fisico-quimico por Eilhardt Wiedemann.
Asi, podemos decir que una muestra es luminiscente cuando emite luz después de la
absorcion de energia procedente de un estimulo externo. Dependiendo del tipo de
estimulo que genere la emision de luz, esa luminiscencia puede clasificarse en
electroluminiscencia (corriente eléctrica), quimioluminiscencia (reaccion quimica),
fotoluminiscencia (luz), triboluminiscencia (presion), bioluminiscencia (procesos
bioquimicos), etc. Todos estos procesos implican dos pasos. En primer lugar, se produce
el aumento de energia de los electrones de las moléculas que pasan desde un estado
fundamental a estados energéticos de mayor energia. En segundo lugar, ocurre el
posterior retorno energético de los electrones desde esos estados excitados al
fundamental, con la consiguiente emision de energia sobrante en forma de luz. Por lo
general, la luz absorbida presenta menores longitudes de onda que la emitida, debido a
pérdidas de energia a través de procesos no radiativos. Los procesos de absorcion de luz
también son responsables del color de los materiales y de los compuestos que los forman
y vienen definidos por las bandas de absorcion, caracteristicas de cada uno de ellos.?

En el caso concreto de la fotoluminiscencia, tal y como se representa en el

diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 1.2), tras la absorcion de luz los electrones pasan a
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poblar estados excitados singlete Sn desde un estado fundamental So. De acuerdo con las
reglas de seleccion de espin, los cambios en la multiplicidad en procesos tan rapidos,
como lo es la absorcidon de fotones (10° s), no estan permitidos por lo que se pueblan
estados singlete Sn. Esto se explica por el principio de Frank-Condon, el cual establece
que la transicion electronica que va a ocurrir de forma mds probable es aquella que
involucra estados sin muchas diferencias en las posiciones de sus ntuicleos.?’ Como las
moléculas en su estado fundamental suelen presentar estados de capa cerrada singlete
(5=0), con todos sus electrones apareados, tras la excitacion lo habitual es que el espin
total contintie siendo 0, con espines antiparalelos, en lugar de S=1 con espines paralelos,
dando lugar a estados tripletes. Hay que tener en cuenta que el camino de desactivacion
mas probable hacia el estado fundamental es el que implica un menor tiempo de vida
del estado excitado. Ademas, dentro de cada estado excitado existen diferentes niveles
vibracionales muy cercanos en energia entre ellos. Por todo ello, y debido a procesos no
radiativos de relajacion vibracional y de conversion interna, el camino mas probable es
la desactivacion radiante desde el nivel vibracional mas bajo del estado excitado Si
generando, de este modo, fluorescencia.

La energia del foton emitido es siempre menor que la absorbida debido a
perdidas por procesos de desactivacion no radiativa, lo que provoca que la luz emitida
se desplace hacia el rojo en comparaciéon con la absorbida, lo que se denomina
desplazamiento de Stokes. Este proceso emisivo, que surge de transiciones electrénicas
permitidas por espin (AS = 0), se caracteriza por presentar constantes radiativas altas (10°
—-10°s?) y tiempos de vida del orden de nanosegundos (< 100 ns).?

Pero la fluorescencia no es el tinico proceso radiativo que puede tener lugar. Ya
en 1987, Becquerel realizé6 una primera distincion entre dos procesos radiativos, la
fluorescencia y la fosforescencia, argumentando que la primera consiste en la emision de
luz que se extingue de forma inmediata al cesar la fuente de luz, mientras que la segunda
persiste tiempo después de la exposicion. En la actualidad, esto se explica por los
mayores tiempos de vida que presentan las emisiones fosforescentes (107 — 10?2 s) en
comparacion a las fluorescentes (10° — 107 s). Los procesos fosforescentes implican
transiciones electronicas que no estan permitidas por espin, es decir, en las que existe un

cambio en la multiplicidad (AS # 0) producido por un cruce intersistémico entre los
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estados S1 y T1.2 En el caso de moléculas organicas, estos procesos presentan constantes
radiativas muy bajas (1 s?) y tiempos de vida muy largos, por lo que en disolucion a
temperatura ambiente es mas favorable que ocurran otros decaimientos no radiativos
que van desde el triplete al estado fundamental. A bajas temperaturas y en medios
rigidos estos procesos son menos competitivos y pueden observarse emisiones
fosforescentes. En contraste con este comportamiento de los cromoéforos organicos, en
compuestos que contienen en su estructura metales pesados, sobre todo de la tercera
serie de transicidn, se produce un fuerte acoplamiento espin-6drbita (SOC en su acrénimo
inglés Spin Orbit Coupling), que favorece el cruce intersistémico entre los estados singlete
y triplete de forma muy eficiente. En complejos metalicos, el cruce entre sistemas (S1 —
T1) suele ser mas rapido (10"2s™) que la desactivacion desde el estado excitado singlete
(10% s1), lo que desfavorece la desactivacion fluorescente y favorece la emision

fosforescente.

=== | Absorcion (excitacion) 10'%s"
== || Fluorescencia 107 - 10%s™"
lll Fosforescencia102-107s™

vur  Relajacion vibracional 1077 - 1013 s

Energia

vvy Conversidoninterna 10°- 10" s

Cruce intersitémico 108- 101251

-

Figura 1.2: Diagrama de Perrin-Jablonski en el que se representan los niveles de energia

involucrados en transiciones de absorcién y emision de luz.
En cuanto a la eficiencia a la hora de emplear moléculas en dispositivos emisores

de luz, es importante tener en cuenta las limitaciones que pueden tener aquellos en los
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que se empleen cromoforos fluorescentes en lugar de aquellos basados en complejos
fosforescentes. Tras la excitacion, el 25% de los estados excitados que se generan son de
tipo singlete, mientras que el 75% son triplete. Por lo tanto, solo el 25% de los posibles
estados excitados contribuirdn a la emision en el caso de los sistemas organicos
fluorescentes, siendo de esa manera la eficiencia cuantica interna maxima del 25%. Sin
embargo, moléculas que puedan generar fosforescencia, como aquellas que contienen
metales de transicion, podrian aprovechar teéricamente el 100% de los estados excitados
al sumar las transiciones desde estados singlete y triplete.?®

Por estos motivos, el estudio de la aplicacion de compuestos de metales de
transicion fosforescentes en el disefio de dispositivos de iluminacidon de estado sdlido
(LEDs, OLEDs, LECs...)*, celdas solares y nuevos fotocatalizadores, o para su empleo
como sustitutos de moléculas organicas fluorescentes en quimiosensores?, biosensores?,
o bioimagen? presenta un enorme interés, siendo uno de los principales pilares de la

investigacion en nuestros dias (Figura I1.3).

2012: Bioimagen
basada en “TTA

1987: Primer emisor OLED TR
upconversion

SENSORES CELDAS SOLARES

¢~y »~ 1986: Primera celda
[N " solar basada en un
v complejo

e \.0

*

2007: Celdasolar
con EQE del5%

Figura I.3: Algunas aplicaciones de compuestos organometalicos fosforescentes
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1.2 Luminiscencia en compuestos plano cuadrados de Pt(II) d®

Como ya se ha mencionado, el empleo de sistemas en los que se incorporan
metales de transicion genera grandes mejoras en cuanto a su eficiencia en la emision?®
debido a los altos valores de las constantes del acoplamiento espin-Orbita (SOC) de los
centros metalicos, sobre todo en los casos de los de la tercera serie de transicion. De entre
estos metales, el platino es el elemento que presenta una mayor constante de
acoplamiento espin-Orbita (4481 cm™),? por lo que el estudio de complejos de platino y
su potencial aplicabilidad en diferentes &mbitos ha tenido un notable desarrollo en las
ultimas décadas.?” Es importante prestar también atencion al estado de oxidacion del
metal y a los ligandos que se emplean para coordinarse al centro metdlico. En este caso,
el platino en estado de oxidacion +2 presenta una configuracion ds, lo que confiere a sus
derivados geometria plano-cuadrada dando lugar a interesantes propiedades fotofisicas,
como se comenta a continuacion®. Sin embargo, por si sola, dicha geometria no garantiza
que estos compuestos presenten fosforescencia o, incluso, fluorescencia.

Las propiedades emisivas en las que participa el estado triplete en complejos de
metales de transicién son complejas de explicar debido a que pueden atribuirse a una
gran variedad de transiciones electrdnicas que pueden ocurrir en las moléculas. Esas
posibles transiciones, pueden clasificarse segun la participaciéon del metal o de los
ligandos en los orbitales implicados:

e MC, transiciones centradas en el metal de tipo d-d. Son las de menor intensidad,
siendo poco visibles a temperatura ambiente, debido en gran parte a la facilidad
que tienen para producir desactivacion no radiante. La transferencia del electron
se produce entre orbitales d no degenerados debidos al desdoblamiento de los
orbitales del metal al coordinarse con los ligandos, lo que provoca fuertes
distorsiones del centro metdlico respecto del estado fundamental. Ademas, en el
caso de ocuparse orbitales no enlazantes, tienden a generar distorsion de los
enlaces con los ligandos, pudiendo provocar la ruptura de los mismos.

e LC 6 IL, transiciones centradas en los ligandos o intraligando, se dan desde
orbitales 7 enlazantes a orbitales 7* antienlazantes del mismo ligando. En

emisiones de esta naturaleza, la participacion del metal es casi nula, por lo que la
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estructuracion de las bandas y sus tiempos de vida son muy parecidas a las que
presentan los ligandos libres.

e MLCT, transiciones de transferencia de carga metal-ligando, que involucran la
migracion de densidad electrénica desde un orbital d centrado en el metal a uno
antienlazante 7* de uno de los ligandos. Presentan altos rendimientos cudnticos
y tiempos de vida del orden de los microsegundos, algo que hace de estas
transiciones las mds iddneas para su aplicacion en la fabricacion de LEDs.

e Finalmente, estan las LLCT, transiciones de transferencia de carga ligando-
ligando, que van desde un orbital 7t de un ligando a uno m* del otro, pudiendo

ser este igual (L) o diferente (L").

Sin embargo, las transiciones reales que ocurren en estos complejos se describen
mejor como mezclas de diferente contribucion de las transiciones anteriores. En muchas
ocasiones, la seleccion de los ligandos afecta notablemente a esas contribuciones.
Normalmente, la emisién de los complejos de Pt(Il) se atribuye a una mezcla de

transiciones SMLCT, 3ILCT o 3LL'CT.

Asi, tanto la eficiencia como las propiedades emisivas de estos complejos se ven
comprometidas por el desdoblamiento de campo ligando, tal y como se aprecia en la
Figura .4, donde se representa un esquema de los diagramas moleculares simplificados

de compuestos d® con geometria plano-cuadrada de Pt(II).

En estos compuestos, el orbital metalico ocupado de mayor energia (HOMO)
corresponde fundamentalmente al orbital dx; mientras que el de menor energia vacio
(LUMO), que corresponde al orbital d:2,%, es de cardcter fuertemente antienlazante
debido a que se encuentra en la misma direccién que los enlaces y su ocupacion puede
llegar a disociar los ligandos (Figura 1.4, izquierda). La presencia de ligandos de campo
débil tales como fosfinas, aminas o halogenuros, no genera un gran desdoblamiento y a
causa de ello, estas transiciones estan centradas en el metal (MC, Figura 1.4.A). Esto
genera procesos no emisivos debido a la poblacion de d+>? con cardcter antienlazante, lo
que provoca la distorsidon en la geometria de la molécula debido a la elongacion de
enlaces M-L y el desplazamiento del minimo de la superficie de energia potencial del

estado excitado con respecto al fundamental, favoreciéndose asi la desactivacion por
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procesos no radiantes, segtn el principio de Frank Condon.'? En este tipo de complejos
es posible favorecer los procesos radiativos (emisiones) restringiendo la vibracion

molecular a bajas temperaturas.

Orbitales centrados en el metal d22
Orbitales centrados en los ligandos d2. yz -, - ‘“m;“:’
o * o — L Lumo
2 . e N
- A
»L dxz- 2 dxz_yz ’;"’ LUMO
L L LUMO LUMO
! o
5o (] mecT) | | (o]
HOMO
L . & 1 d HOMO 4l Homo
tnra=‘HOM0 ..___{y_‘_ \4 d y TCL
L dx)r 1L iy ‘\xy
L T Sz d
z '=1L='dzz - M LU ‘“-# 2
By 4, 1 B " . -
d d oL
Xz yz FY

Mayor desplazamiento del campo ligando

Figura I.4: Diagrama simplificado de los orbitales involucrados en las diferentes transiciones
HOMO-LUMO para compuestos plano-cuadrados de Pt(Il) en funcién del tipo de ligandos

coordinados.

Sin embargo, hay otras maneras de mejorar la eficiencia de la fosforescencia en
compuestos plano-cuadrados de Pt(Il). Para conseguirlo, debemos disminuir o eliminar
la poblacion electronica en los orbitales d:.?, aumentando el gap de energia entre
transiciones d-d para hacerlo tan inaccesible como sea posible. Esto puede llevarse a cabo
al introducir en la esfera de coordinacion del platino ligandos de campo fuerte, con
caracter o-dador/n-aceptor, como son los cianuros, isocianuros y acetiluros o ligandos
aromaticos conjugados de tipo diimina o ciclometalados; que, ademas, aumentan la
rigidez del sistema evitando la desactivacion por vibraciones. La coordinacion de este
tipo de ligandos provoca el aumento en la diferencia de energia entre el orbital dx y el
d->.? centrados en el metal y la aparicion un nuevo orbital LUMO, centrado en los
ligandos, de cardcter n*. De esta manera, las transiciones MC se ven desfavorecidas,
permitiendo la formacion de estados excitados de tipo MLCT (Figura 1.4.B) En estas
transiciones, se produce el paso de electrones desde los orbitales d ocupados del metal a

los ©* de los ligandos, por lo que se veran favorecidas cuanto mayor sea la densidad
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electronica localizada en el centro metalico, el cual puede perder electrones y oxidarse,
recibiéndolos los ligandos con capacidad de reducirse. En estas transiciones no se
produce una elevada distorsion estructural, dado que el orbital aceptor se encuentra
deslocalizado en el ligando, lo que unido al efecto del &tomo pesado genera emisiones

fosforescentes con altos rendimientos cuanticos y tiempos de vida cortos.!*

De hecho, existe la posibilidad de que al usar este tipo de ligandos de campo alto
se produzca una mayor estabilizaciéon del orbital centrado en el metal ocupado dxy,
obteniéndose de esta forma transiciones de tipo IL (Figura I.4.C). Estas transiciones, mas
energéticas que las MLCT, van desde los orbitales m a los n* de los ligandos coordinados
o también pueden ocurrir entre orbitales de ligandos diferentes (LL'CT). En este caso,
los estados triplete de cardcter IL muestran tiempos de vida mas largos y unas constantes
radiativas bajas. Como ocurre en el caso de las MLCT, la distorsiéon es minima, pero la
baja participacion del metal, hace que el cruce intersistémico y la emisién sean procesos
mas lentos que en las MLCT vy, por consiguiente, los rendimientos de la fosforescencia
en estos casos sean mas bajos a causa de desactivaciones no radiantes. Una de las
peculiaridades que tienen las transiciones en las que participa el ligando es la
estructuraciéon de las bandas en la emisidn, debida a los diferentes niveles vibracionales
que presentan los estados electrénicos de dichos ligandos. Esa diferencia en la energia
entre los maximos de la banda estructurada coincide con las bandas vibracionales que
se ven en espectros IR correspondientes a diferentes modos vibracionales de los

ligandos.

Ademads, gracias a su estructura plano-cuadrada, los compuestos de Pt(II)
pueden formar interacciones axiales Pt--Pt y/o 77, sobre todo cuando presentan
ligandos poco voluminosos. De esta manera se establecen apilamientos intermoleculares
denominados agregados si se dan en el estado fundamental o excimeros o exciplejos
cuando se forman en el estado excitado. Estas interacciones pueden a su vez, inducir
alteraciones en las propiedades de los estados electronicos fundamental y excitado
generando nuevas configuraciones electrénicas. Asi, cambian las energias de los dimeros
formados, tanto del HOMO, formado principalmente por el orbital antienlazante do*,
como del LUMO, localizado en orbitales t* de los ligandos. Estas interacciones
pueden producirse bien entre los ligandos (*LLCT) en los que se centra la transicion
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(mt--mt*), provocando un ligero desplazamiento hacia el rojo o bien entre los orbitales
ocupados 5d:2 de los centros de platino. En el segundo caso (Pt-Pt), esos orbitales se
encuentran perpendiculares al plano de coordinacion y la transicion de transferencia de
carga (*MMLCT) se produce desde los metales (Pt: do*) a los ligandos (7t*). La salida del
electron del orbital do* disminuye la distancia Pt--Pt en el estado excitado y aumenta la
rigidez del sistema, dando como resultado emisiones menos energéticas y de mayor
rendimiento cudntico que las debidas a mondmeros (MLCT) o en las que participan
Unicamente los ligandos 7t--1t*. Es decir, tal y como se representa en la Figura 1.5b, a
medida que aumenta la interaccion Pt---Pt o 77, el desplazamiento hacia el rojo es
mayor.’? Estas emisiones, presentan vidas medias cortas y rendimientos cuanticos mas
altos que las emisiones debidas a mondmeros. No obstante, en ocasiones, se dan ambos
tipos de interacciones (Pt--Pt y m-m*) originando estados mixtos, en los que las
contribuciones m--m*pueden tener un efecto desactivante. Diversas revisiones recientes
recogen las ricas propiedades Opticas de estos sistemas.*® En estos casos, ni las bandas
de absorcion ni las de emision suelen ser estructuradas y son muy sensibles a estimulos
externos. De esta manera ciertas perturbaciones como la exposicion a vapores
(vapocromismo/ vapoluminiscencia), fuerzas mecdnicas (mecanocromismo), o a
variaciones de temperaturas (termocromismo), producen cambios en el color del
compuesto y en el de las emision.?*3**Estas propiedades generan un gran interés por su

potencial como sensores.

En ciertos casos, estas interacciones pueden generar un aumento o decaimiento
de la intensidad de la emision. Al desplazarse hacia el rojo la emision y reducir el gap de
la transicion, es posible que se desactiven las moléculas de forma no radiante o que se
produzca un quenching. Se provoca asi un efecto de disminucion de la emision, sobre
todo en disoluciones concentradas, denominado AIQ, aggregation induced quencnhing®.
Por el contrario, si aumente la emision, este proceso se denomina AIE aggregation induced

emision’, y se debe al aumento de la rigidez del sistema.
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Figura 1.5: a)Diagrama de orbitales moleculares simplificado de complejos plano-cuadrados
dinucleares d8 con interacciones Pt--Pt y m-- b) ilustracién de una espectro de emisién en el que

se combinan las emisiones monoméricas y exciméricas para dar luz blanca.’

L.2.1 Luminiscencia de los compuestos de Pt(II) con ligandos ciclometalados

Uno de los factores que pueden repercutir en la eficiencia de la emision es la
diferencia estructural entre la geometria del estado fundamental y la del excitado. Si
existe una fuerte distorsion en el estado excitado, se favorecen procesos no radiativos
debido al acoplamiento vibracional entra ambos estados. Por este motivo, para mejorar
las propiedades emisivas de estos compuestos, conviene coordinar ligandos rigidos al
centro metalico, como son los ligandos anidnicos ciclometalados, que generen la minima
distorsion en Ti. Este tipo de ligandos se unen al centro metalico a través de un atomo
de carbono aniénico y un heterodtomo (que normalmente es N). Durante este proceso
de coordinacion de un ligando quelato heteroaromatico al centro metalico a través de un
enlace covalente (M-C), se produce la activacion del enlace C-H del grupo aromatico y
su consiguiente deprotonacion (Figura L.6a). Precisamente, ese carbono aniénico que se
coordinara posteriormente al centro metdlico, tiene un caracter fuertemente o-dador lo
que favorece la inaccesibilidad a los orbitales d del metal, mejorando de este modo los
procesos emisivos. Ademas, la presencia del enlace adicional entre el metal y el

heterodtomo incrementa enormemente la estabilidad en estos complejos.® ¥ La
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presencia en estos ligandos de un grupo piridinico m-aceptor aumenta la diferencia
energética n-n* y favorece la formacién de estados excitados triplete SMLCT o °IL.
Ademas la geometria plana de estas moléculas, unida a su rigidez desfavorece los

decaimientos no radiativos debidos a la distorsion de las moléculas.?%d

Precisamente, esa coordinaciéon a través de la activacién del enlace C-H, fue lo
que supuso el inicio de la sintesis de multitud de complejos ciclometalados de
platino(I)*®. Todos estos complejos pueden clasificarse en tres grandes grupos, de
acuerdo con la forma de coordinarse al centro metalico: bidentados (C*N), tridentados
(CAN”N, NMCAN, C*"N"C) o tetradentados con otros quelatos con anillos deslocalizados
como carbenos N-heterociclicos, polipiridinas o porfirinas (Figura 1.6b). Todos ellos
presentan propiedades Opticas muy interesantes, pero los que han recibido mayor
interés son los que presentan ligandos bidentados (C*N), cuya deslocalizacién se centra

en el arilo y en los que se centra el estudio de esta tesis.

a) Bidentados Tridentados ] Tetradentados

O

ML, /base ,.f""'*:
[Hbase]*

-3

N

Aem = 411 nm

Figura 1.6: a) Ciclometalacion a través de la activacion del enlace C-H, b) Ejemplo de complejos

ciclometalados de platino (II) usados en PHOLEDs. (Figura adaptada de la referencia!®b)

Los primeros ejemplos de complejos de Pt(II) ciclometalados con ligandos C"N,
se remontan al ano 1973 cuando se consigui6é la carboplatinacion ortodirigida del
azafenantreno, lo que abri6 la puerta a la sintesis de novedosos compuestos de Pt(II)
luminiscentes mediante reacciones rapidas y dirigidas de ligandos N-quelatados a través

de la activacién previa de los enlaces C-H.* Unos anos mas tarde, se presentaron los
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primeros estudios de las propiedades dpticas de complejos neutros homolépticos de tipo
[cis-Pt(C"N)z], (C*N = ppy, thph o bzq), en los que se pone de manifiesto el efecto de la
alta influencia trans de los carbonos metalados al colocarse los atomos de carbono
mutuamente en cis en todos los casos. Estos complejos presentaban emisiones
estructuradas intensas, centradas en el metal y el grupo ciclometalado, y con
rendimientos cudnticos altos. Sin embargo, eran altamente inestables en disolventes
halogenados, mostrando reactividad fotoquimica con los haldégenos al formar complejos
de Pt(IV) con fosforescencias que iban al azul* A partir de este momento, las
publicaciones sobre el estudio de las propiedades emisivas de nuevos compuestos
plano-cuadrados de Pt(Il) ciclometalados han ido creciendo de forma exponencial,
descubriéndose la posibilidad de emplearse como emisores en PhOLEDs
(Phosphorescent organic light-emitting diodes)*' debido a sus propiedades
electroluminiscentes. En los tiltimos afios, se ha buscado la forma de encontrar complejos
que emitan en blanco, para su posterior incorporacién en WOLEDs (White organic light-
emitting diodes) como tinicos dopantes basados en excimeros fosforescentes, algo que
Thompson y Forrest consiguieron en 2002, mediante la combinaciéon de las emisiones
procedentes del mondémero (azul) y de los excimeros (naranja) de un tinico complejo
Pt(C"N)2.#2 Ademas, otros estudios han demostrado que este tipo de compuestos son
alternativas interesantes como sustitutos de moléculas organicas en dispositivos OLEDs
como dopantes fosforescentes, algo que se estudié con el complejo [Pt(thpy):].%> 4 Con
todos estos descubrimientos, la aplicabilidad de complejos plano cuadrados
cicloplatinados ha ido en aumento, siendo por lo general altamente emisivos, con
rendimientos fosforescentes elevados en disolucion y largos desplazamientos de Stokes,
lo que hace de ellos excelentes candidatos para su empleo no solo como fuentes de luz>*
3145 sino como fotocatalizadores*, sensores y biosensores? o como fluoréforos para

bioimagen3> 4
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Figura L.7: Selecciéon de algunos descubrimientos importantes en el campo de complejos

ciclometalados luminiscentes de Pt(II).

En estos compuestos, existe la posibilidad de modular la longitud de onda de
emision en toda la region espectral visible manteniendo unos rendimientos cuanticos
elevados. Esto es posible debido a la facilidad de cambiar la diferencia energética m-m*
de los ligandos C"N. La presencia de sustituyentes de diversas naturalezas y en
posiciones determinadas de los ligandos ciclometalados permite la modificacién en los
niveles de energia de los orbitales HOMO y LUMO vy, por lo tanto, de la longitud de
onda de emision.* Por lo general, modificaciones en el fragmento arilico generan
cambios en el HOMO, mientras que el LUMO se ve mas afectado por variaciones en el
piridinico. Si empleamos grupos dadores de densidad electronica, se desestabilizan estos
orbitales, mientras que, si coordinamos sustituyentes que acepten esa densidad,
conseguimos estabilizarlos. De esta manera, podemos conseguir emisiones mas
energéticas mediante la estabilizacion del HOMO, incorporando en el anillo fenilico
grupos aceptores como fluoruros. Ademas, siempre se tienen que tener en cuenta a los
ligandos auxiliares, pues la fortaleza del campo ligando de estos afecta en mayor o

menor medida a los estados excitados.

1.3 Luminiscencia en compuestos de Ir(I1])

El interés por encontrar complejos de metales de transicion que presenten altas
eficiencias en la emision ha llevado a la busqueda de nuevas vias para incrementar sus
rendimientos cudnticos, en particular de los procesos fosforescentes. A diferencia del
Pt(II) con geometria plano cuadrada los complejos de iones d® como Ru(ll) y en particular
Ir(IlT), u Os(I), que presentan geometrias octaédricas han sido ampliamente

estudiados.!® % 51En el caso de los complejos de Ir(Ill), la constante de acoplamiento
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espin-orbita es muy elevada (Eir=4430 cm™!), lo que juega un papel crucial en los procesos
de decaimiento del estado excitado® y dentro de los diferentes complejos de Ir(III), los
derivados de tipo bis- o tris-ciclometalado, con geometria octaédrica, han centrado el
interés de la mayor parte de los estudios. En relacién a las propiedades fotoquimicas y
fotofisicas, en estos compuestos las fosforescencias se deben en gran parte a estados de
tipo SMLCT y presentan eficiencias que pueden acercarse al 100% en la conversion de
energia electrdnica a foténica, debido a las altas poblaciones de los estados triplete
excitados.!®

La aplicabilidad de estos compuestos se extiende desde dmbitos como la
fotocatalisis tanto en reacciones de transferencia electronica como de transferencia de
energia,®al disefio de sensores™ o de celdas solares®. Ademas, desde la introduccion de
compuestos ciclometalados de Ir(III) en OLEDs, se han desarrollado multiples estudios
en los que se ha mejorado tanto la eficiencia como la durabilidad de dichos dispositivos.
Finalmente, este tipo de complejos han mostrado buenos resultados como biosensores o
marcadores biomoleculares en bioimagen, presentando algunos de ellos excelentes
propiedades anticancerigenas frente a diversas lineas celulares. Todo ello también los
hace buenos candidatos para su empleo como potenciales agentes teranosticos.”

Imagen
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La amplia versatilidad en las aplicaciones de los compuestos ciclometalados de
Ir(IIl) proviene de las fuertes interacciones electronicas que se generan entre el centro
metalico y los ligandos en estos compuestos. Estos derivados presentan una gran
estabilidad tanto a la luz como a la temperatura, lo que facilita su uso en diversos
ambientes. Ademas, en ellos se modula facilmente la emision mediante modificaciones
sobre el ligando ciclometalado elegido. De hecho, son muchos los estudios que muestran
la posibilidad de modificar la longitud de onda de la emision fosforescente de forma
eficiente, desde el ultravioleta hasta el infrarrojo, tal y como se presenta en la Figura 1.9.1
Sin embargo, uno de los retos en estos sistemas, es obtener compuestos ciclometalados
de Ir(IlT) que emitan en el azul con estabilidades y rendimientos cuanticos comparables
a las emisiones obtenidas a longitudes de onda mayores. Ello es debido a que los estados
altamente energéticos son mucho mads inestables que aquellos con emisiones menos
energéticas como los verdes o rojos lo que dificulta la obtencion de emisores altamente

eficientes en el azul.>8
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Figura 1.9: Derivados bisciclometalados de iridio(III) con diferentes ligandos C*N y espectros de

emision normalizados de cada uno de ellos (10 pM) en acetonitrilo a temperatura ambiente.>*

Tal y como se aprecia en la Figura 1.10 estos complejos se pueden dividir en
homolépticos neutros, en los que los tres ligandos ciclometalados son iguales, o
heterolépticos, con dos ligandos ciclometalados iguales y otro diferente o un ligando
auxiliar, (L o X"Y), que determinard la carga del complejo. En este caso, nos centraremos
en aquellos complejos octaédricos con la formula general [Ir(C*N)2(X*Y)]" (n =0, 1, -1).
Los ligandos monoanionicos se enlazan, por lo general, a través de dtomos de Cy de N,
presentando el carbono carga formal negativa y generando enlaces covalentes muy

fuertes con el Ir, siendo el ejemplo mas tipico el de la fenilpiridina (ppy). No obstante,
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existen otros tipos de ligandos ciclometalados monoanidnicos como en los casos en los
que se unen al centro metalico a través del carbono, oxigeno o azufre (C*"C, C*O o C"S).
Porlo general, todos los complejos heterolépticos se sintetizan partiendo del p-Cl-puente
[Ir(N*C)2pu-Cl]2” y del ligando auxiliar que se quiera incorporar, dando como resultado
una disposicion de los grupos ciclometalados con los atomos de nitrégeno en trans.®* En
general, los ligandos auxiliares pueden ser neutros o aniénicos y dar lugar a complejos
con propiedades muy diferentes. Por ejemplo, a partir de ligandos neutros diimina,
como las bipiridinas, se obtienen complejos catidonicos.®! Si se quieren obtener complejos
neutros, se pueden emplear como ligandos auxiliares picolinatos N*O o acetilacetonatos
0O"0.%2 Por su parte, los casos de complejos de Ir(Il) anidnicos son mas raros, aunque se

han descrito algunos con cianuros o tiocianatos.®

Homolépticos Heterolépticos
l""‘ = > (’lf:\ < ) Im, o )
N"N Cationicos
Isémero mer Isémero fac LAL'—< NAO, 07O Neutros
SAS Anidnicos

Figura 1.10: Clasificacion de compuestos de Ir(Ill) con ligando ciclometalados bidentados

Como ya se ha comentado, las propiedades emisivas de este tipo de complejos
de Ir(Ill) vienen definidas por la naturaleza y conformacion de los ligandos que los
componen, tanto ciclometalados como auxiliares.** Modificaciones en el entorno del
metal suelen provocar variaciones en las propiedades electrénicas, por lo que es
importante conocer la naturaleza de los orbitales frontera que suelen estar implicados en
las transiciones electronicas y, en consecuencia, en las propiedades Opticas de estos

compuestos.

Los célculos tedricos a nivel TD-DFT son una buena herramienta para poder
comprender y de esta forma modificar las propiedades electrénicas de estos compuestos.
En este caso, uno de los complejos homolépticos mds estudiados y empleado como

arquetipo para entender sus propiedades ha sido el fac-[Ir(ppy)s], descrito por primera
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vez en 1985 por Watts®®, mientras que para aquellos heterolépticos puede emplearse
como referencia [Ir(ppy)z(bpy)]PFs.% De esta manera, pueden emplearse estos ejemplos

para ilustrar las propiedades generales de los compuestos.

Por lo general, en estos compuestos el HOMO se encuentra deslocalizado entre
el orbital tz del Ir y los orbitales 7 de los anillos fenilicos del ligando ciclometalado lo
que refleja el caracter covalente del enlace Ir-C. Por su parte, el LUMO se encuentra
localizado en el en los orbitales 7* de los anillos piridinicos, bien de la diimina en el caso
del complejo [Ir(ppy)2(bpy)]PFs o del propio ligando ciclometalado para fac-[Ir(ppy)s].*”
Asi, los procesos de absorcion que se producen al irradiar en el UV-visible se pueden
clasificar en dos grupos,* transiciones 'LC de un orbital 7t a uno ©* del mismo ligando
bidentado o de transferencia de carga (CT), en las que la transferencia del electrén puede
ir del metal al orbital 7* de ligando ('MLCT) o, en el caso de complejos heterolépticos,
de un ligando a otro 'LL’'CT. Por ultimo suelen presentar absorciones a longitudes de
onda superiores a 430 nm debido a transiciones SMLCT, formalmente prohibidas, pero
que tienen cierta permitividad debido al efecto del &tomo pesado.®®Estas transiciones, de
acuerdo con cdlculos tedricos, son promociones electronicas desde el orbital HOMO, al
LUMO. Los estados '"MLCT decaen rapidamente a estados triplete SMLCT por cruce
intersistémico, los cuales se relajan hasta los estados vibracionales mas bajos de los
mismos, para después generar procesos radiativos fosforescentes.® En general, en estos
compuestos de Ir(Ill) el desdoblamiento de campo en los orbitales d es relativamente
grande y mayor que en otros compuestos de iones d® como Ru(Il) y Os(II), debido a la
gran carga positiva del metal. Por otra parte, la presencia de los grupos ciclometalados
de campo fuerte incrementa la energia de los orbitales antienlazantes del metal, que
aparecen por encima de los 7* de los ligandos lo que dificulta las transiciones de tipo

MC no emisivas.

En el caso del compuesto [Ir(ppy)z(bpy)]PFs, prototipo de este tipo de
compuestos, la banda de emision que presenta, centrada alrededor de 600 nm y con una
vida media de 0.3 ps, se atribuye a la desactivacion del estado excitado de menor energia
de tipo metal-ligando (Ir->bpy) MLCT con una notable contribuciéon 3LC ( L
ciclometalado) debido a la proximidad de ambos estados.®" El valor de la vida media es
coherente con una alta contribucién *MLCT, ya que las emisiones desde estados *LC
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suelen ser estructuradas y presentan vidas medias mas largas. Como se representa en la
Figura I.11, y de acuerdo con la regla de Kasha, en estos compuestos, el estado triplete
de menor energia responsable de la fosforescencia puede serlo debido a distintas
contribuciones de transiciones SMLCT o °LC. Si el estado mas estable es el producido por
la transicion SMLCT, éste serd el que mayor contribucion tenga para esa emision y la
banda suele ser ancha. En cambio, si el mas estable es el generado por el °LC, las bandas
generadas suelen ser estructuradas, presentando hipsocromismo en medios rigidos, asi
como en medios apolares y los tiempos de vida en general mas largos. A pesar de esta
aproximacidn, suele ser mas correcto describir los procesos emisivos desde mezclas de

estados excitados *MLCT, SLLCT, 3LL'CT, °LC).

E

F 3 a b
AE  __ smicT § BE__

i 31C 3LC
SMLCT \ az0
bz0 b>a
a>b
E, E,

Figura I.11: Diagrama de energia de los estados SMLCT y 3LC.

Precisamente, la variacion de los ligandos auxiliares, junto con la modificacion
de los grupos ciclometalados, es lo que hace que se puedan variar sus propiedades
Opticas con relativa facilidad. Para controlar esas propiedades, es necesario entender la
naturaleza tanto del estado fundamental como del excitado mediante la ayuda de
calculos TD-DFT. Dado que este trabajo se va a centrar en complejos de Ir(Ill) de tipo
[Ir(C*"N)2(N”N)]* en el que C*N es un ligando ciclometalado derivado de la fenilpiridina
y N”N representa a un ligando neutro de tipo diimina como ligando auxiliar, se van a

emplear los calculos teoricos realizados para [Ir(ppy)2(bpy)]PFs como referencia.®

Uno de los principales objetivos del disefio de nuevos complejos de Ir(III) a través
de la modificacion de los ligandos es el de ajustar el gap entre el HOMO y el LUMO y
de esta manera conseguir estados excitados en toda la region espectral del visible

obteniendo de esta manera materiales capaces de emitir luz desde el azul hasta el rojo.
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En la Figura 1.12a se ilustran las modificaciones de ligandos mas utilizadas que afectan
a la energia HOMO y/o LUMO de los complejos de Ir(Ill) y en la Figura 1.12b de los
cambios en las propiedades de los sustituyentes del grupo ciclometalado y auxiliares.

a)

(Ir(dfppy),(bpy)]" (2) [Ir(ppy),(bpy)I™ (1) [Ir(ppz),(bpy)I" (3) [Ir(ppz),(biq)]" (4)
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Figura 1.12. a) Estructuras de los compuestos (parte superior) y diagrama de energias (parte
inferior). El efecto provocado por los cambios de los sustituyentes en los orbitales moleculares
frontera de los compuestos junto con la energia calculada de la transicion HOMO-LUMO. En la
parte inferior aparece Aey medida a temperatura ambiente en acetonitrilo. b) Estrategias para la
modulacion del color de la emision en [Ir(ppy)2(bpy)]PFs. Se observa que el HOMO se encuentra
localizado en el metal y los anillos fenilicos de los ligandos ciclometalados mientras que el LUMO

se localiza en el ligando auxiliar.
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Como se aprecia en la Figura 1.12b, en estos complejos el HOMO se centra casi por

completo en el anillo fenilico de los grupos ciclometalados y en el metal, mientras que el

LUMO pasa alocalizarse en el ligando auxiliar, en estos casos de una bipiridina. De esta

manera, podemos modular la emision mediante la modificacion de los sistemas

aromaticos del grupo ciclometalado o de los ligandos auxiliares. Es importante tener en

cuenta que, en algunos casos, obtener compuestos que emitan en el rojo o en el azul

puede provocar un drastico descenso en sus rendimientos cudnticos.

Efecto de la sustitucion en el anillo fenilico de C"N: En general, la funcionalizacion
del anillo fenilico con grupos dadores o aceptores de electrones lleva a la
desestabilizacion o a la estabilizacion del HOMO, respectivamente. Este hecho se
aprecia en el ejemplo de la Figura I.12a en el que la sustitucion de la ppy por la
dfppy provoca la estabilizacion del HOMO a causa de los atomos de F que retiran
densidad electrénica del anillo fenilico donde se localiza este orbital. En muchos
casos se ha tratado de evitar los grupos F, dado que los enlaces F-Carito se han
identificado, a veces, como puntos electroquimicamente inestables.”” En la
mayoria de casos, los estudios se han centrado en la incorporacion de grupos que
retiran densidad electronica como trifluorometilos,”? sulfonilos,” fosfonios” o
nitrilos™, con la finalidad de provocar un desplazamiento hacia el azul en la
emision. Ademas, la ubicacion del sustituyente con respecto al enlace Ir-C, juego
un papel crucial. Existen ejemplos en los que la colocacion en meta al enlace C-Ir
de grupos como el SFs genera un mayor desplazamiento al azul que su colocacion
en para (Figura 1.13d).7> 576 77

Otros estudios, se han centrado directamente en el cambio del grupo arilo del ligando
ciclometalado a un heterociclo como la piridina®® 7¥o la pirimidina.” La presencia
de atomos de nitrogeno en estos heterociclos produce la estabilizacién del
HOMO, retirando densidad electréonica del centro metdlico(Figura 1.13c). A
pesar de todos los ejemplos que aparecen en la bibliografia sobre el empleo de
diferentes grupos para provocar desplazamientos hacia el azul, son mucho
menos abundantes los casos de grupos que provoquen desplazamientos hacia el
rojo. Un ejemplo es el uso de grupos metoxido®, estos estudios revelan que

colocar estos grupos en para al enlace Ir-C genera un desplazamiento hacia
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mayores longitudes de onda, mientras que colocarlos en meta provoca emisiones

mas energéticas.

MeO,

J. Mater. Chem. C, 2013, 1, 2241. RSC Adv., 2015, 5, 42815. Chem. Mater, 2012, 24, 3689.
A 512 nm A 463, 493 nm A 440, 469 nm
d ~ PFg
meta

85nm A, =495 nm
Dy =79% DOp=T1%

}norg. Chem. 2015, 54, 12, 5907-5914
Figura I.13: Ejemplo de compuestos de Ir(Ill) ciclometalados

e Efectos de la sustitucion en el anillo piridinico de C"N: El efecto de funcionalizar el
fragmento piridinico del grupo ciclometalado o, incluso, su intercambio por otros
ligandos es menos evidente. El ejemplo mds comun es la sustitucién de
fenilpiridinato por 1-fenil-1H-pirazolato (ppz), dado que la presencia de un
segundo atomo de nitrogeno en el heterociclo provoca un aumento en la energia
de emision debido a la estabilizacion del HOMO.”? Otros ejemplos de C*N con
heterociclos con mas de un atomo de N, son los imidazoles, 1,2,3- triazoles o los
1,2,3,4-tetrazoles. En alguno de estos casos, se ha demostrado que no siempre
actian modulando la energia del HOMO, sino que como en el caso del fenil-1,2,3-
triazol (phtl),*' 1o hacen a través del LUMO.”? en la Figura I.12a se observa el efecto
que tiene el cambio del grupo ciclometalado ppy por la ppz. Al rebajar el tamarfio
del anillo N-heterociclico del grupo ciclometalado se produce una estabilizacion

indirecta del HOMO (algunos ejemplos adicionales se ven en la Figura 1.14).%?
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Inorg. Chem. 2008, 47, 20, 9149-9151 Org. Eleictron., 2012, 13, 483. J. Am. Soc., 2011, 133, 10543.
A512 nm A1492 nm A2 497 nm

Figura 1.14: Compuestos de Ir en los que el cambio en el anillo N-Heterociclico provoca un

cambio en las propiedades emisivas.

Efectos de la sustitucién o modificacion del grupo N*N: En la figura I.12a se muestra
el efecto que tiene el cambio en del ligando auxiliar en las propiedades emisivas.
En este caso, la extension de la conjugacion m del ligando implica la estabilizacion
del LUMO obteniéndose un desplazamiento hacia el rojo en los espectros de
emision. Por el contrario, una disminucion de esa conjugacion se refleja en
desplazamientos hacia longitudes de onda mas energéticas.®® Asi pues, la
modificacion de los ligandos de tipo diimina puede, de forma sencilla, facilitar la
sintonizacién de la emisién en todo el rango del visible. Como ya se ha
comentado, en este tipo de derivados el LUMO se suele localizar en este ligando.
Por ello, llevar las emisiones hacia el azul es relativamente sencillo mediante la
incorporacion de grupos dadores de electrones, como pueden ser las aminas, o
mediante la sustitucion de la piridina por otros heterociclos mas o-dadores. Por
el contrario, si lo que se desea son emisiones mas desplazadas al rojo debemos
estabilizar el LUMO mediante la incorporacion de grupos que retiren densidad
electronica.® En la Figura 1.15 se ilustra este ejemplo al sustituir el grupo metilo
de la bipiridina por grupos dimetilamino que provoca un desplazamiento hacia

el azul de 60 nm.8
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Figura I.15: Ejemplos de compuestos ciclometalados de Ir(Ill) en los que se modifican los

ligandos auxiliares.
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1.4 Actividad Bioldgica de compuestos de Pt

En nuestra sociedad, el cancer genera un fuerte impacto tanto a nivel social como
econdmico, llegando a ser la segunda causa de mortalidad en Europa, detras de las
enfermedades cardiovasculares, y la primera entre personas menores de 65 anos.

Esta enfermedad pueda alterar el correcto funcionamiento de los procesos vitales
de nuestro cuerpo a causa del crecimiento descontrolado de células malignas en
cualquier tejido. Aparece cuando las células maduras, en lugar de morir, se dividen sin
control y de forma amorfa, formando nuevos tejidos o masas denominados tumores.
Entre los factores que pueden dar lugar a esta enfermedad se encuentran los genéticos y
los agentes externos, tales como los fisicos (radiaciéon UV), quimicos (componentes del
tabaco) o bioldgicos (infecciones causadas por virus o bacterias).®> Los tratamientos que
se emplean dependen del tipo y del avance del cancer o estadio de la enfermedad, asi se
pueden usar algunos mas tradicionales como la cirugia, quimioterapia o radioterapia, u
otros mas novedosos como la inmunoterapia,® terapias dirigidas,” tratamientos con
hormonas o terapias fotodindmicas.®

Hasta la fecha, el tratamiento mas utilizado en la mayoria de los pacientes con
esta enfermedad es la quimioterapia.®” Tal y como se refleja en la Figura 1.16, la sintesis
del cisplatino y el descubrimiento de su empleo en quimioterapia supuso un gran
impulso en el tratamiento de esta enfermedad, asi como en el desarrollo de nuevos
tarmacos. La sintesis del cisplatino cis-[Pt(NHs)Clz] se remonta a 1845, denomindndose
en primer momento Sal de Peyrone en honor a su descubridor,”® mientras que su
estructura no fue descrita hasta unos afios mas tarde por Werner.”" No obstante, el
descubrimiento de su actividad antineoplasica no tuvo lugar hasta el ano 1965, cuando
Barnett Rosenberg observd accidentalmente la inhibicion de la proliferacion de una
familia de bacterias al exponerlas a campos eléctricos. Rosenberg llegd a la conclusion
de que el electrodo de platino empleado junto con el buffer de cloruro de amonio
generaban el compuesto cis-[Pt(NHs)2Cl2], responsable de la inhibicién del crecimiento
bacteriano.”? Desde ese momento comenzo su evaluacion en modelos murinos, llegando
a realizar ensayos clinicos en el afio 1971, que acabaron con su aprobacion en 1979 por la
FDAy, a continuacién, en todo el mundo para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

En la actualidad, cerca del 50 % de los tratamientos contra esta enfermedad emplean el
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cisplatino como farmaco, incluyendo el cancer de ovario, vejiga, pulmoén, estomago o
testicular, entre otros. Ademas, este descubrimiento abri6 la puerta a la investigacion de
numerosos compuestos con una estructura similar a la del cisplatino, siendo sélo dos
aprobados a nivel mundial, el oxaliplatino y el carboplatino,” y otros como el

nedaplatino o el lobaplatino aceptados solamente en algunos paises.

Cisplatino 0 Carboplatino H, Oxaliplatino
\ / Mundial 1979 HeN_ 0 Mundial 1986 N O0~=° Mundial 2002
Pt Cancer testicular, de Pt Céncer de ovario, pulmén, Pt Cancer colorrectal
\ ovario,vejiga, mama, pulmén, H;N/ \0 cabeza, cuelloy cerebroy "'umN/ \0 IO
cabezay cuello, gastrico Y neuroblastoma H,

a Se descubren

’/// 4\ : ; . mecanismos de

Rosenberg descubre la Primeros ensayos La FDA aprueba el uso resistencia al
Sintesis del actividad anticancerigena clinicos positivos con del carboplatino cisplatino
cisplatino del cisplatino el cisplatino
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Figura I.16: Linea temporal desde el descubrimiento del cisplatino hasta su uso clinico y el

desarrollo de nuevos farmacos derivados del mismo.

Desde su descubrimiento, se han invertido muchos recursos en entender el
funcionamiento de estos farmacos y en conocer cdmo actian una vez suministrados. En
el caso particular del cisplatino, este proceso se ilustra en la Figura 1.17, al entrar al
torrente sanguineo se desencadenan una serie de eventos que contribuyen a su efecto
citotoxico, siendo su interaccion con el ADN el paso mas decisivo de ellos. Mientras
permanece en el torrente sanguineo, su vida media es relativamente alta gracias ala gran
concentracion de iones cloruro en este medio (100 mM).* No obstante, puede
interaccionar con ciertas proteinas presentes en el plasma como la albumina, cisteina o
la transferrina desactivando su efecto® y haciendo que hasta el 65-95% del cisplatino
administrado se inactive, creando resistencia “antes del objetivo” (pre-target).®

El 50% del cisplatino que queda activo entra a las células a través de transporte

activo mediante proteinas transmembrana. Estas proteinas forman los canales anionicos



reguladores de flujo por volumen (VRACS), y la perdida de sus subunidades LRRC8A y
LRRC8D puede asociarse con la resistencia adquirida por estas células al farmaco.

El otro 50 % entra a través de difusion pasiva por la membrana plasmatica,
gracias a la diferencia de concentracion de iones cloruro o a través de otros medios de
difusion activa, como el de las proteinas CTR1 involucradas en el transporte de cobre,”
o los transportadores de cationes organicos OCTs, cuyas descompensaciones son otro
indicio de una posible resistencia al farmaco.”

En el interior de las células la concentracion de iones cloruro en el citoplasma es
mucho menor (4-20 mM), lo que facilita la activacion del farmaco, formandose la especie
hidrolizada del cisplatino.” Las moléculas activadas acttian como centros electrofilos
debido a la carga positiva de la sal cis-[Pt(NH3)CI(H20)]* o cis-[Pt(NHs)2(H20)2]*,
reaccionando con nucleofilos citoplasmaticos como el glutation (GSH), la metionina,
metalotioleinas y otras proteinas ricas en grupos cisteina'®. La pérdida del cisplatino
activado por su interacciéon con ciertas moléculas que actian como antioxidantes
provoca también su agotamiento en el citoplasma y con ello provocando un estrés
oxidativo y la muerte celular.

Las especies catidnicas activadas restantes, llegan al nticleo donde reaccionan con
centros nucleofilicos de bases purinicas del ADN, siendo las mas probables las
posiciones N7 de adenina y la guanosina, tal y como se ve en la Figura [.17. De esta
manera, se forma un aducto monofuncionalizado de ADN con el platino, con la
consiguiente pérdida de la molécula de agua. Seguidamente se produce la pérdida del
Cl- para unirse a una segunda base del ADN, formando enlaces cruzados “cross-links”
entre bases contiguas de la misma cadena de ADN o de cadenas distintas generando
enlaces inter-cadenas.!™ Estas distorsiones provocan una cascada de procesos que
acaban con la muerte celular debido a que afectan a la correcta lectura de las sefales que
inician la transduccion del ADN. Por otro lado, algunas proteinas son capaces de
reconocer dichas lesiones y actuar, bien reparandolas o bien parando la replicacion e
induciendo la apoptosis de la célula. La llamada resistencia “después del objetivo” (post-
target) agrupa todos los posibles defectos o fallos en las vias que llevan a la muerte
celular. Un ejemplo de ellos en la inactivacion del supresor tumoral p53 (causante de la

resistencia de casi la mitad de las neoplasias), las proteinas NER (que acttian reparando
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los aductos Pt-ADN) o las MMR (que reconocen estos fallos o aductos e intentan

repararlos, pero tras fallar, inician procesos apoptoticos).

NH,
/
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A

-+ Afinidad mis probable
-+ Afinidad media
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Resistencia
p21

) : - ~(
v Resistencia

Figura I.17: Centros nucleoéfilos del ADN con mayor probabilidad de interaccion con el cisplatino

y mecanismo de accién del cisplatino.

Una vez estudiado y conocido el mecanismo de accion del cisplatino y las vias
que tienen las células de crear posibles resistencias, el siguiente paso fue el del disefio de
nuevos farmacos que, aun siguiendo mecanismos de accion similares, minimicen esas
resistencias. En esta linea se encuentran los farmacos de 12 22y 3 2 generacion:

El cisplatino encabeza el grupo de los farmacos de 1% generacion. Entre los
farmacos de 2? generacion se encuentran el carboplatino o el nedaplatino. Estos
compuestos siguen un mecanismo de accion similar al del cisplatino con la diferencia de
presentar ligandos que reducen su reactividad, haciendo que se rebaje su neurotoxicidad
y que las dosis que se empleen en estos tratamientos sean mds elevadas. Finalmente,
para conseguir una mayor solubilidad y reducir algunos efectos como la nefrotoxicidad,
se empezaron a emplear otras aminas y grupos labiles que se alejaban aun mas de la
estructura del cisplatino, llegando a los derivados de 3% generacion como el oxaliplatino.
Este farmaco no acttia dahando la cadena de ADN, sino que genera un estrés en la

actividad de la célula que acaba desencadenando su muerte.!% 102
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Sin embargo, debido a todos los inconvenientes que seguian presentando estos
farmacos, en la actualidad la investigacion se centra en la bisqueda de nuevos complejos
de platino en los que el mecanismo de accion difiera drasticamente del anteriormente
comentado, y que reduzcan la toxicidad sistémica y la resistencia adquirida. De esta
manera, tal y como se representa en la Figura 1.18, se eligieron diferentes estrategias de
sintesis de diversos complejos como derivados polinucleares,'® compuestos con
geometria trans'* o monofuncionalizados,'® o la preparacion de farmacos que se activen
solo en los tejidos cancerigenos. Un ejemplo de estos tltimos son algunos compuestos

inertes de Pt(IV) que al reducirse pasan a su forma activada.'®
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Figura 1.18: Compuestos de Pt y sus propiedades para reducir la resistencia adquirida.

Una de las estrategias para aumentar la eficacia de estos compuestos es rebajar
los posibles mecanismos de resistencia, como la desactivacion al reaccionar con restos
azufrados de proteinas o péptidos presentes en el citosol. Con esta finalidad se han
empleado ligandos mas voluminosos que hacen que el complejo esté estéricamente mas
impedido, como es el caso del picoplatino cis-[PtCl2(NHs)(2-metilpiridina)] (Figura I.19).
Los resultaron obtenidos demostraron que era menos susceptible a desactivarse al
reaccionar con tioles y que, a su vez, mantenia la citotoxicidad del cisplatino actuando
de manera eficaz frente a lineas celulares resistentes a este farmaco.!” Un paso mas

dentro de la incorporaciéon de grupos voluminosos a la estructura es el empleo de
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ligandos que ademas sean bioldgicamente activos. Por ejemplo, la incorporacion de
estrogenos, como el estradiol, incrementa la citotoxicidad en complejos de platino. En
esta linea, el compuesto VP-128 (Figura 1.19), provocaba la apoptosis en lineas celulares
de cancer de ovarios que sobre-expresaban receptores para estos estrégenos en su
membrana celular sin el incremento de su toxicidad en otras lineas no tumorales.'® Otro
ejemplo de bioligandos voluminosos empleados para ganar selectividad y reducir la
desactivacidon son los azucares conjugados. Las células cancerigenas se dividen a una
mayor velocidad que las normales, por lo que requieren de una fuente extra de energia.
Los carbohidratos forman parte de glicolipidos y glicoproteinas necesarios para formar
los nuevos nucledtidos, y la glucosa es una de las principales fuentes de energia, por lo
que las células tumorales presentan en sus membranas un mayor nimero de receptores
de glucosa.'® Hasta las fecha, se han estudiado complejos de Pt con carbohidratos
funcionalizados por ligandos amino mono o bidententados, por alcoholes, fosfinas u

otros grupos P, S o Se dadores.!? 11!

Por su parte, los bisfosfonatos, poseen una elevada afinidad por tejidos
calcificados debido a su tendencia de formar quelatos con Ca*2. Algunos estudios han
demostrado que puede ser absorbido en las superficies dseas, inhibiendo el crecimiento
tumoral y mostrando en algunos casos mejores resultados que el cisplatino actuando con
un mecanismo de accion que difiere de este.!? Margiotta y colaboradores!® publicaron
unos compuestos binucleares con estos ligandos ([{Pt(cis-1,4-DACH)}2(PAM-H)J",
Figura 1.19) que resultaron ser citotoxicos hasta en 13 lineas celulares diferentes, algunas

de ellas resistentes al cisplatino.
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OH 2015, 101, 400-408. Dalton Trans. 2009, (48),

10904-10913.

Figura 1.19: Derivados de Pt que siguen mecansimos de accion diferentes a los del

cisplatino
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En la mayoria de tipos de cancer, la angiogénesis juega un papel primordial para
nutrir a las células, algunas proteinas de la superficie de la membrana de estas células
presentan una mayor concentracion de integrinas y aminopeptidasas, por lo que sirven
de receptores en quimioterapia.!’ Asi la funcionalizacion de complejos de Pt con
péptidos que puedan reconocer estas dianas, como las secuencias (Arg-Gly-Asp) o (Asn-
Gly-Arg), son una buena herramienta para conseguir una gran selectividad.!> Otro
ejemplo es el péptido formado por 36 aminoacidos, Chorotoxin (CTX), que contiene
cuatro puentes disulfuro y que puede unirse a células tumorales de pulmon, prostata o

melanomas. Dicho péptido ya ha sido funcionalizado en algunos derivados de Pt.!1

En los dltimos afos se ha probado a cambiar otros aspectos como el empleo de
complejos organometalicos de otros metales de transicion (Ru, Os, Pd, Au, Rh, Ir),"”
obteniéndose complejos que actian sobre diversas dianas celulares mediante
mecanismos de accién muy diferentes. De hecho, son muchas las posibles dianas
celulares: lisosomas, reticulos endoplasmaticos, endosomas, el nticleo u otros organulos
como son las mitocondrias. Precisamente, estas ultimas son unas dianas muy
interesantes debido a que la alteracion de su correcto funcionamiento afecta
directamente al metabolismo celular, siendo uno de los primeros marcadores que

diferencian a una célula maligna de una sana.

L5 Terapia Fotodindamica

A pesar de la multitud de trabajos centrados en la busqueda de nuevos farmacos,
asi como en conocer los mecanismos de accion y actividad de estos compuestos en las
células tumorales, son relativamente pocos los que llegan a ser realmente eficaces y muy
pocos los que llegan a ser aprobados para su uso como farmaco. Por este motivo, también
es importante enfocarse en algunas técnicas ya existentes y eficaces, pero menos
estudiadas. Asi, la Terapia Fotodindmica (PDT del inglés Photodynamic Therapy) es una
terapia aun emergente que consiste en un procedimiento minimamente invasivo,
empleado tanto para tratar enfermedades provocadas por infecciones bacterianas,
virales o fungicas, como para otras enfermedades cutaneas o diferentes clases de cancer
como el de pulmon, vejiga, esdfago o de cerebro.''® Ademas, es un proceso relativamente

sencillo en el que solo son necesarios tres componentes: un fotosensibilizador (PS del
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inglés photosensitizer), luz y oxigeno. Por separado ninguno de ellos ha de generar
toxicidad, pero al unirse inician una cascada de eventos que acaban con la generacion de

especies reactivas de oxigeno.

Desde la antigiiedad, la luz ha tenido un papel fundamental y se ha empleado
como herramienta en la curacion de ciertas enfermedades tales como el vitiligo o la
psoriasis.!’ Sin embargo, no se sentaron las bases de la fototerapia hasta el inicio del
siglo XX, cuando Finsen recibio el premio Nobel en 1903 por el tratamiento exitoso de
una enfermedad mediante la exposicion a la luz.'*® No obstante, el empleo de un PS
combinado con luz para generar toxicidad y tratar una enfermedad se le atribuye por
serendipia a Raab, quien observ¢ la inactivacion del protozoo Paramecium caudatum al
ser expuesto a luz en presencia de un colorante, la acrinidina.'?" Este fenémeno fue
desarrollado a lo largo de la primera década del siglo XX junto con Jodlbauer, Jesionick
y Von Tappeiner, quienes llevaron la PDT ala clinica obteniendo muy buenos resultados
en el tratamiento del cancer de piel.?? Desde entonces, se buscé la optimizacion la técnica
y de nuevos fotosensibilizadores. En la actualidad, la terapia fotodindmica es una
herramienta que se ha ido perfeccionando con el paso del tiempo; llegando a aprobarse
un primer medicamento para su uso en el tratamiento de diversos tipos de cancer por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en 1991.

Este medicamento es el porfimero de sodio (Photofrin).!?

En la practica, como se aprecia en la Figura 1.20, este tratamiento comienza con
la administracion del PS. Seguidamente, la irradiacion con luz de una determinada
longitud de onda lo activa. La presencia de oxigeno en los tejidos irradiados
desencadena una serie de eventos que finalizan con la muerte celular.’* Las especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) que se forman tienen
tiempos de vida muy cortos (10-320 ns), por lo que su difusion alcanza tinicamente de
unos 10 a 55 nm en las células, favoreciendo su selectividad. Ademas, estos
fotosensibilizadores tienden a acumularse mas en células tumorales que presentan
receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL del inglés low density lypoproteins).
Estas células necesitan del colesterol suministrado por las LDL para crear nuevas
membranas celulares en la division celular. De esta forma, la selectividad viene dada por
la capacidad del compuesto de localizarse en la zona con células cancerigenas y de la
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aplicacién de la fuente de luz solo en el drea a tratar. Asi, la efectividad del PS radica en
la elevada concentracion de especies reactivas de oxigeno que se generan en una zona
determinada, dafiando proteinas o acidos grasos, lo que provoca la muerte de las células
tumorales por apoptosis y/o necrosis.'”® Normalmente, esto provoca danos en las
estructuras de las mitocondrias; aunque se han descrito otros procesos como la
destruccion y perdida de la integridad de la membrana, induciendo la necrosis, o la
autofagia provocada por danos en los lisosomas o en el reticulo endoplasmatico.
Finalmente, las células que hayan resistido a los efectos directos de la terapia pueden ser
destruidas por la respuesta sistémica que se genera por la hipoxia provocada por dafos
en el sistema vascular del tejido, debido a la obstruccion de sus vasos sanguineos o por
la respuesta inmune que se desencadena provocando la acumulaciéon de células

inflamatorias en su alrededor.s8

Capilares
' 4 Células
tumorales
os
AL
" dendritica  Trombo
Administracion S :
o infocito
fotosensitizador 1 i
Distribuciondel A cuymulacion del | o7 Macréfago

fotosensitizador fotosensitizador en el -
tejido afectado

Figura 1.20: el efecto antitumoral de esta terapia radica en 3 mecanismos inter-relacionados: la
citotoxicidad que generan las especies reactivas de oxigeno, los dafios en el sistema vascular que

alimenta el tumor y la induccién de una respuesta inflamatoria.

Este tratamiento presenta muchas ventajas con respecto a los convencionales,
sobre todo en casos en los que el cancer esta en estadios tempranos. En primer lugar, no
es un tratamiento invasivo, por lo que es idoneo para los pacientes mas vulnerables a los
que la exposicion a radioterapia o a una quimioterapia convencional supondria mas
problemas que beneficios. Por otro lado, es una técnica optima en pacientes oncoldgicos
en los que la cirugia no es una opcién, mejorando significativamente su calidad de vida.

42

ARTTEES.. 0



Por ultimo, el PS empleado, al no ser citotdxico en condiciones de oscuridad, ofrece una
minima toxicidad en los tejidos circundantes, lo que disminuye los posibles efectos
secundarios, asi como la posibilidad de generar mecanismos de resistencia adquirida al

tratamiento.!?

Los procesos fotofisicos y fotoquimicos involucrados en la PDT estan
representados en la Figura 1.21, siendo la absorcion de luz por parte del PS y la
transferencia de energia al oxigeno, los procesos de mayor importancia. El PS en su
estado fundamental (So) presenta dos electrones de espines opuestos en su orbital mas
estable. La absorcidon de luz induce la transferencia de uno de ellos a un orbital de mayor
energia. El PS excitado (PS* en S1) se desestabiliza facilmente emitiendo fluorescencia o
mediante procesos de relajacion no radiativos. Otra alternativa es que mediante un cruce
intersistémico se obtenga un estado triplete mas estable (T1), desde donde puede decaer
al estado fundamental emitiendo fosforescencia o interaccionar con el oxigeno que se
encuentra en los tejidos expuestos a la luz mediante dos posibles mecanismos (de tipo I

o IT).57

El mecanismo de tipo I implica la transferencia de un protén o de un electron

entre el PS y el oxigeno existente en el tejido cancerigeno (substrato), provocando la
formacién de radicales hidroxilo (OH) o superdxido (O27). La cascada de reacciones que

generan estas especies activas induce un estrés oxidativo.

En el caso del mecanismo de tipo II, el PS en el estado triplete puede desactivarse
transfiriendo esa energia a una molécula de oxigeno en su estado fundamental triplete
(*02).'” Esta transferencia directa de energia entre las moléculas es relativamente sencilla
porque ambas tienen los mismos espines. La energia trasferida es suficiente para generar
la especie oxigeno singlete ('O2) (95 kJ/mol), que es una especie excitada del oxigeno y,
por lo tanto, altamente reactiva. Ambos mecanismos pueden darse de manera simultanea
y la contribucion de cada uno depende del PS empleado, asi como de la disponibilidad
del sustrato y del oxigeno. Aunque al ser mas simple, es mas probable que las especies

reactivas de oxigeno se generen por el mecanismo de tipo IL.5
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Figura I.21: Procesos fotofisicos involucrados en Terapia Fotodinamica con los posibles

mecanismos de reacciones de tipo Iy IL.

Existe una gran variedad de compuestos que potencialmente pueden actuar
como fotosensibilizadores. Sin embargo, a la hora de elegirlos hay que tener en cuenta
una serie de propiedades. Han de obtenerse con una elevada pureza y de manera sencilla
a partir de precursores econémicos. En la oscuridad han de presentar la minima
toxicidad posible y ser estables hasta activarse, inicamente, en presencia de luz de una
determinada longitud de onda. Esta A ha de estar comprendida entre 400 y 800 nm, dado
que la capacidad de la luz de penetrar en los tejidos aumenta con la longitud de onda y
la energia de la luz con longitudes de onda superiores de 800 nm no es suficiente
energética como para generar 'Oz Ademas, esas longitudes de onda no deben solapar
con las de absorcion de otras sustancias enddgenas al cuerpo. También es deseable que
estos compuestos sean solubles en los tejidos del cuerpo, lipofilicos, presenten afinidad

por los tejidos neoplésicos y se eliminen facilmente de los sanos.!2

Hasta la fecha, el desarrollo de nuevos fotosensibilizadores se ha dedicado en gran
medida a su optimizacion. Algunas propiedades son facilmente modificables, como
puede ser la longitud de onda de absorcion; pero otras no son tan sencillas de cambiar,
por lo que la busqueda de nuevos fotosensibilizadores ha dado lugar a varias
generaciones de ellos (Figura 1.22) y sigue siendo un factor importante en la mejora de

esta terapia.

44



Fotosensibilizadores de primera generacion: tras el descubrimiento de Raab con
la acrinidina, se estudié el empleo de mezclas de porfirinas solubles en agua,
denominandose derivados de la hematoporfirina (HpD). Presentaban una mayor
solubilidad y selectividad que las porfirinas inicialmente empleadas, aunque el
potencial fotosensibilizador era menor. Por este motivo, se decidié emplear una
mezcla de dimeros de porfirinas y oligomeros de la HpD denominada
Photofrin.'”” 12 Aunque han sido ampliamente empleados para el tratamiento del
cancer de vejiga, esdfago o pulmon, presentan el inconveniente de ser una mezcla
de mas de 60 moléculas y, por tanto, muy complicados de purificar. Ademas
exhiben una elevada fotosensiblidad cutdnea durante varias semanas después
del tratamiento.'?

Fotosensibilizadores de segunda generacion: con el fin de minimizar los efectos
secundarios y aumentar el rendimiento en la produccion de 'Oz. Se prepararon
PSs puros que presentaban maximos de absorcién comprendidos entre 650 y 800
nm, lo que les otorgaba un mayor poder de penetracion en los tejidos. Estos
complejos presentaban una mayor afinidad por las células tumorales en
comparacion con sus antecesores. Dentro de este grupo, se engloban los
derivados porfirinicos (como clorinas, texafirinas o ftalocianinas), los no
porfirinicos (como tiazinas o xantenos) y los precursores que al activarse dan PS
enddgenos, como el acido 5-aminolevulinico (ALA), que puede administrarse de
forma topica dado que el farmaco activo es la protoporfirina IX. Aun con todas
estas ventajas, esta familia de complejos son muy poco solubles en agua, lo que
limitaba en gran medida su uso clinico.'*.

Fotosensibilizadores de tercera generacion. La mayoria de PS de primera y
segunda generacion, presentaban un caracter altamente hidréfobo, lo que
provocaba su agregacion, rebajando dréasticamente su efecto. Los pocos que eran
hidrofilicos, no presentaban una elevada selectividad. De esta manera, la
busqueda de PS con una mayor afinidad a los tejidos tumorales que puedan
administrarse por via parenteral es lo que ha llevado a la busqueda de
compuestos de 3* generacion. Con este fin, se han empleado diferentes

procedimientos, como la combinacion de PSs de 2? generacion unidos a
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receptores de marcadores cancerigenos como lipoproteinas LDL, anticuerpos
monoclonales o el empleo de marcadores tumorales, como receptores de factor

de crecimiento,’! de transferrina o ciertas hormonas como la insulina.!32 133
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Figura I.22. Fotosensibilizadores de primera y segunda generacion

En el capitulo 2 de esta tesis, se profundizarad atin mas en un nuevo grupo de
fotosensitizadores, complejos ciclometalados de iridio. Estos complejos presentan
muchas de las ventajas de los fotosensitizadores hasta ahora mencionados, ademas de

unas mejores propiedades fotofisicas y mayor estabilidad.
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1.6  Objetivos

El grupo de investigacion, “Materiales Moleculares Organométalicos” (MATMO),
donde se ha desarrollado esta Memoria tiene una amplia experiencia en el ambito de la
sintesis, caracterizacion y estudio de las propiedades optoelectronicas de compuestos
organometalicos de Pt(II) e Ir(Ill). Este tipo de compuestos tienen un notable interés en
diferentes dmbitos como dispositivos emisores de luz, celdas solares, fotocatalisis,
sensores Opticos o quimicos o por sus aplicaciones en quimica medicinal, como
biomarcadores o agentes de terapia y diagnostico. Este trabajo pretende dar continuidad
al trabajo desarrollado por el grupo y el objetivo principal ha sido sintetizar nuevas series
de compuestos de Pt(II) e Ir(III) con ligandos ciclometalados, que les infiere interesantes
propiedades Opticas facilmente modulables a través de la eleccion de los grupos
ciclometalados o de los ligando auxiliares, con el fin orientar su aplicacion en el &mbito
de la biomedicina o nuevos tipos de dispositivos electronicos. Para ello se ha contado
con la colaboracion de los grupos de los Drs. José Manuel Garcia Pichel e Ignacio
Larrayoz Roldan en el Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR) y del Prof.
Dr. Rubén Costa, actualmente Director del Grupo de Materiales Biogénico Funcionales

de la Universidad Técnica de Munich.

El primer objetivo, que se detalla en el primer capitulo de la Memoria, se basa en
las prometedoras propiedades citotdxicas de algunos complejos de Pt(Il) publicados
previamente por el grupo, utilizando como precursores compuestos organometalicos
cicloplatinados neutros del tipo [Pt(C"N)(CsFs)(DMSO. Este tipo de sistemas mostraron,
ademds de fosforescencias intensas, interesantes propiedades biologicas.’* En este
capitulo se prepara un nuevo solvato [Pt(dfppy)(CeFs)(DMSO)] (1b), que junto al
anteriormente publicado [Pt(ppy)(CeFs5)(DMSO)] (1la), se han empleado como
precursores para generar una nueva familia de compuestos con fosfinas bioactivas (L)
[Pt(C"N)(C6F5)(L)] (L = PPh.CéHiCOOH (dpbH; 2), PPh2CeHsCONHCH.COOMe
(dpbGlyOMe; 3) o P(CsHiSOsNa)s (TPPTS; 4)]). La busqueda de nuevos derivados mas
biocompatibles ha hecho que se ponga especial interés en la formacién de los derivados
con la fosfina dpbGlyOMe, obtenida mediante acoplamiento peptidico de la dpbH con la

glicina metil éster.
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Tras la sintesis y caracterizacion de los compuestos, se presenta un detallado
estudio de sus propiedades dpticas con el apoyo de célculos tedricos. Por otra parte, se
realiza un estudio de las propiedades bioldgicas, poniendo especial énfasis en conocer
como actian, donde se localizan o que procesos desencadenan una vez dentro de la
célula. Asi, se han realizado estudios in vitro empleado diferentes lineas celulares
tumorales (A549 y HeLa) y una no tumoral (NL-209) y se ha llevado a cabo un analisis
de citolocalizacion de los mismos por microscopia de fluorescencia. Por ultimo, se han
realizado estudios de interaccion con el ADN (plasmido pBR322)y de despolimerizacion
de los microtabulos que permiten arrojar luz sobre su mecanismo de accién.

Los objetivos 2 y 3 se recogen en los capitulos 2 y 3 de la Memoria. En este caso, se
focalizan en la preparacion de nuevas series de complejos ciclometalados cationicos de
Ir(IIl) del tipo [Ir(C*N)(N"N)J*, en los que el ligando ciclometalado, la diimina o el
contraion son modificados para su aplicacion en el dmbito de la biomedicina o como
como dopantes en celdas electroquimicas emisoras de luz (Light-emitting
electrochemical cells, LECs).

El capitulo 2 se focaliza en la preparacion de una serie compuestos ciclometalados
de iridio(Ill) y en su posible empleo como biomarcadores y/o agentes potenciales de
diagnostico y terapia (theranostics). Las excelentes propiedades luminiscentes de estos
compuestos y el rango en el que emiten los convierte, bajo irradiacion con luz visible, en
potenciales agentes de interés en fototerapia. Con esa finalidad se han introducido en
sistemas del tipo [Ir(C"N)2(N"N)]JA modificaciones biocompatibles, no sélo en los
ligandos ciclometalados y en la bipiridina sino también en el contraanion. En particular,
se ha estudiado la modificacion del H en la posicion 3 del anillo fenilico en la dfppy por
un grupo aldehido (CHO-dfppy c) o por un grupo acido (COOH-dfppy d) y se han
introducido dos grupos amida (dbbpy o dobpy) ¢ acidos (4,4’-Hzdcbpy) en la diimina.
También se ha estudiado la influencia del contraion, utilizando cloruro (Cl) o
hexafluorofosfato (PFe). Todas estas variaciones introducen modificaciones, no solo
estructurales sino también en las propiedades opticas y en la lipofilia de los compuestos
finales. Se han estudiado las mejores vias de preparacion de los compuestos, que han
sido caracterizados por las técnicas espectroscopicas y estructurales necesarias. Ademas,

se ha realizado un estudio detallado de sus propiedades dpticas (absorcion y emision)
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en presencia y ausencia de oxigeno, que ha sido apoyado mediante estudios tedricos
(NCI, DFT, TD-DFT). Ademas, se ha examinado cualitativa y cuantitativamente (en
algunos derivados) la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o su actividad
en la oxidacidn catalitica del NADH. Por altimo, se han realizado estudios de su
actividad citotdxica in vitro frente a células tumorales (A549 y HeLa) y una no tumoral
(BEAS-2B) en condiciones normales (condiciones de oscuridad) o foto-excitados con luz

azul.

El capitulo 3 recoge la preparacién de una nueva serie de derivados catidonicos
[Ir(CAN)2(N*N)]* con el fin de implementarlos como emisores en dispositivos LEC. Para
ello, se han elegido como grupos ciclometalados (C*N) la ppy (a) o la dfppy (b), y como
ligandos auxiliares bipiridinas funcionalizadas con amidas (preparadas en esta
Memoria: dbbpy, dobpy, ddobpy, dhbpy y dPEGbpy) en las que se modifica la longitud y
lipofilia de la cadena. Se presenta la sintesis, caracterizacion y andlisis de sus
propiedades Opticas y electrénicas con ayuda de célculos tedricos. En el capitulo se
presentan los resultados del estudio llevado a cabo con el complejo
[Ir(dfppy)2(dbbpy)IPFs como emisor en un dispositivo LEC empleando un electrolito
biogénico de acetato de celulosa. El desarrollo del dispositivo LEC ha sido realizado por
Luca M. Cavinato y el Prof. Costa en el Grupo de Materiales Biogénico Funcionales de
la Universidad Técnica de Munich. Este trabajo incluye no sélo la fabricacion del LEC,
sino también la optimizacion de la composicion de la capa activa con el electrolito de
acetato de celulosa para conseguir las mejores propiedades electroquimicas, de eficiencia

y estabilidad.

Los resultados obtenidos en esta Memoria han dado lugar, hasta la fecha, a las

siguientes publicaciones:

1. Luminescent Cycloplatinated Complexes with Biologically Relevant
Phosphine Ligands: Optical and Cytotoxic Properties. Gonzalo Millan, Nora
Giménez, Rebeca Lara, Jesus R. Berenguer, M. Teresa Moreno, Elena Lalinde,
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Capitulo 1

Compuestos luminiscentes cicloplatinados con fosfinas
biolégicamente activas. Propiedades opticas y bioldgicas

1.1  Introduccion

1.1.1 Compuestos cicloplatinados

De entre todos los compuestos luminiscentes de platino, aquellos que presentan
ligandos ciclometalados en su estructura han ganado un gran interés debido al elevado
numero de vias sintéticas que han abierto, asi como a las propiedades que estos ligandos
han aportado a los compuestos.® 3! 13> Desde la publicacidon en 1984 de la sintesis de los
primeros complejos homolépticos bis-ciclometalados de Pt(II) luminiscentes [cis-
Pt(C"N):] por von Zelewsky y col.%, se han desarrollado multitud de estudios sobre la
posibilidad de encontrar complejos andlogos que presenten una mejor estabilidad

fotofisica, lo que puso el foco en la sintesis de compuestos heterolépticos.

La mayor parte de estos complejos se obtienen a partir de la ciclometalacion de
KzPtCls en presencia de un exceso del ligando HC”N, dando lugar a los derivados
dinucleares del tipo [Pt(C "N)(u-Cl)]. En ocasiones, en funcién del ligando y de la
estequiometria empleada se generan derivados con un ligando C*N ciclometalado y otro
HC”N coordinado unicamente a través del nitrogeno, [Pt(C*"N)(HC"N)Cl]®** o bien
equilibrios entre ambos tipos de compuestos.!¥ Ambos tipos de derivados son excelentes
precursores para la preparacion de diferentes complejos mononucleares (figura 1.1). Asi,
coligandos del tipo O"O como [-dicetonas (acetilacetonato o sus derivados), dan
complejos térmicamente estables y con elevadas eficiencias cudnticas.'® También
pueden obtenerse derivados mononucleares heterolépticos con grupos NN como
bipiridinas, etilendiaminas o fenantrolinas, dando complejos catiénicos de formula
general [Pt(C"N)(N”N)]*.'* Ademads, existen numerosos ejemplos de complejos
cicloplatinados con ligandos L"X,% 140 y de complejos en los que la ruptura del puentes
Cl se produce por la adicion de una base de Lewis (como una fosfina) o, directamente,

por una molécula de disolvente como el dimetilsufoxido, formando complejos con
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ligandos monodentados [Pt(C*N)(Cl)(DMSO)]'*! en los que la molécula labil de DMSO

puede sustituirse por otros grupos.!42

i A
Co||gandos onro- Coligandos N*N

~ 1
j v N S
\N

Inorg. Chem. 2002, 41, 3055-3066 Coord. Chem. Rev. 1997, 159, 109-120

—-

Coligandos NAX- Coligandos monodentados

0 I 7
cF :
3 : Sl a o N cl N NO
ks \P‘/ \Ft/ \Pt/ 3
N\
= ”< \Pph3 \PPh3
s ©

Dalton Trans. 2008, 6901-6911 ] Organomet. Chem. 2011, Organometallics 2018,
696, 3135-3142 37, 2890-2900

Figura 1.1. Division de diferentes derivados luminiscentes ciclometalados bidentados (C*N) de

Pt(Il) en funcion de sus coligandos.

1.1.2 Compuestos cicloplatinados como agentes teranosticos

Desde el descubrimiento del cisplatino [cis-Pt(INH3):Clz] y de su potencial como
agente antineoplasico,®® la investigacion para buscar nuevos farmacos basados en
compuestos organometalicos!** y, en particular, de platino ha crecido de forma
exponencial.®> % %%, 145 Este interés por encontrar nuevos farmacos se basa en que en la
actualidad existen pocos agentes de Pt aprobados a nivel mundial para su empleo en
quimioterapia'*® y, en su mayoria, se basan en un mecanismo de accion similar al del
cisplatino con las desventajas que esto supone, algo ya explicado en la introduccion.'¥
Debido a ello, en la ultima década se han emprendido nuevas vias de investigacion en
las que se busca mejorar la actividad antitumoral por medio de diferentes complejos
metdlicos con estructuras tanto andlogas al cisplatino como totalmente diferentes.!4
Dentro de todas las posibilidades, unos de los candidatos mas prometedores son los
compuestos organometalicos. 44 144 144e 149 Fsto se debe, en gran parte, a sus diversas
propiedades estructurales y de enlace, que pueden modificarse con cambios en los

estados de oxidacion, unido a una rica estereoquimica asociada a la gran variedad de
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ligandos que pueden emplearse, posibilitando de esta forma la modificacion de sus
propiedades. Ademas, estos ligandos pueden ser facilmente funcionalizados para
incrementar su solubilidad o, incluso, afadir ciertos receptores para mejorar su

selectividad.

TERAPIA

DIAGNOSTICO

Figura 1.2.

La aplicacion de los compuestos ciclometalados de Pt(II) ha atraido un especial
interés en la lucha frente al cdncer en los tltimos afios.33 1456 145d, 145h 150 Estos compuestos
presentan enlaces fuertes de tipo o(Pt-C), lo que les otorga un gran estabilidad incluso
en medios fisiologicos, reduciéndose drasticamente las posibles resistencias por
interacciones con otras moléculas o por la propia descomposicion de los mismos. Por
otro lado, se ha demostrado que la presencia de anillos aromaticos favorece la
intercalacion de estos complejos con pares de bases de ADN mediante interacciones
e--muist 1512 pudiéndose unir en algunos casos a grupos teloméricos de G-cuadruplex' o
a diferentes proteinas esenciales para el funcionamiento celular.!®? 13 Ademas, la
incorporacion en estos compuestos de moléculas labiles como coligandos puede
incrementar su accion a través de interacciones covalentes con el ADN, como ocurre con
el cisplatino.! Recientes contribuciones en este campo han demostrado el gran potencial

que presentan algunos compuestos cicloplatinados como agentes anti-angiogénicos. 4>

El interés por los complejos cicloplatinados en el ambito terapéutico, no se debe
Unicamente a sus propiedades citotdxicas contra una gran variedad de lineas celulares,
sino que también es debido a las propiedades luminiscentes que estos presentan. 15
Muchos de estos complejos organometdlicos presentan fosforescencias atribuidas a
mezclas de estados MLCT, 3LC, 3ILCT, *°LLCT, SLMMCT, *"MMLCT 6 MLLCT, lo que los
convierte en excelentes candidatos para su empleo como marcadores luminiscentes
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intracelulares debido a que estas emisiones no solapan con la autofluorescencia de las

células.152 156

Con estas propiedades, son muchos los ejemplos de complejos cicloplatinados
que se han estudiado como posibles agentes terandsticos capaces de tratar y trazar el
seguimiento de una enfermedad. Ademas, la gran variedad de formas en las que pueden
presentarse, homolépticos o heterolépticos, con grupos ciclometalados bi, tri o
tetradentados, o la gran variedad de coligandos, no es de extrahar que la cantidad de
estudios sobre propiedades bioldgicas de compuestos cicloplatinados no haya dejado de
crecer en los ultimos afnos.'*> 157 Y es que la seleccidon del grupo ciclometalado, asi como
de los ligandos auxiliares a unirse a la esfera de coordinacion del platino, juegan un
papel crucial, no solo en las propiedades emisivas de los compuestos, sino también en
su actividad citotoxica, la cual se ve enormemente afectada con pequefias modificaciones

en los compuestos.

Los primeros estudios sobre las propiedades de estos complejos como agentes
antineoplasicos se remontan a 1993. El grupo de Navarro-Ranninger observd que
empleando complejos cicloplatinados con puentes Cl o acetato como ligandos labiles, se
obtenian mejores resultados citotdxicos frente a las lineas celulares de carcinoma de

pecho (MDA-MB468) y de leucemia (HL-60) que con el cisplatino (Figura 1.3a).'

Mas adelante, se empezaron a emplear diferentes grupos ciclometalados
publicandose los primeros resultados de complejos con la 2-fenilpiridina
[Pt(ppy)(Hppy)Cl] (Figura 1.3b), en los que se observaba una elevada citotoxicidad
contra lineas celulares resistentes al cisplatino.’® Con estos resultados, otros grupos de
investigacion decidieron continuar con la investigacion de compuestos de Pt(II) con 2-
fenilpiridna como ligando ciclometalado empleando otros ligandos auxiliares como
fosfinas, aminas, halogenuros, dimetilsulféxido o heterociclos. En estos casos, se observé
que el impedimento estérico al centro metalico que otorgaban ciertos ligandos como la
2,6-metilpiridina (Figura 1.3c) estaba relacionado con una mayor actividad citotdxica

frente a la linea tumoral P388 de leucemia (ICso 1.5 umol/L).10

Aunque ya se han publicado numerosos estudios sobre la habilidad de muchos

compuestos de Pt(II) con ligandos aromaticos de formar aductos de tipo “cross-links”
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con el ADN, la capacidad de algunos de estos derivados para actuar como un interruptor
de la luminiscencia al coordinarse al ADN hace de ellos interesantes candidatos como
marcadores emisivos. En este ambito, el grupo de Chi-Ming-Che observd que la
interaccion con el ADN inducia un desplazamiento batocrémico en la emision (558 nm
a 650 nm). Ademas, los ensayos in vitro con células tumorales KB-3-1 o la linea tumoral
KB-V1, resistente a la mayoria de farmacos, demostraron un poder citotoxico entre 10 y

40 veces superior para cada linea en comparacion con el cisplatino.!®!

Otra forma muy interesante de estudiar el efecto de los ligandos en las
propiedades antitumorales es el empleo de bioligandos. Un ejemplo de ello es el del
bioligando 6-mercaptopurina (6-MP), un fdrmaco usado para el tratamiento de la
leucemia, lupus o la artritis reumatoide.!®> Este bioligando se ha empleado en los
derivados [Pt(C"N)(6-MP)] [C"N = ppy, bzq) (Figura 1.3e), mostrando una gran afinidad
por la albumina (HSA), asi como una actividad citotéxica mayor que el cisplatino frente
a lalinea celular K562. Estos derivados resultaron ser inocuos para MCF-7, lo que puede
ser indicativo de ser selectivos para esa linea.'®® Otros ejemplos son el empleo de
nucleobases'®, hormonas sexuales'® o intercaladores del ADN.!% Precisamente, el grupo
del Prof. José Ruiz publicé el estudio sobre el derivado cicloplatinado con un conocido
intercalador del ADN, la antraquinona'®= (Figura 1.3f). Este compuesto result6 ser mas
activo frente a lineas celulares tumorales como la A2780 que el cisplatino y el ligando
libre. Ademas, estudios tedricos realizados revelaron que el enlace Pt-Cl presente en
estos complejos era muy susceptible de romperse para sustituir este ligando labil por N-
nucledfilos (como bases del ADN). En esta familia de complejos, la actividad frente a
lineas celulares no tumorales resulto ser menor que la del cisplatino, mientras que las
mostradas frente a lineas celulares como las de cancer de pecho o de ovario resultaron

muy prometedoras.

Se han estudiado ademas otras vias como la funcionalizaciéon de estos complejos
con ligandos que acttian inhibiendo algunas enzimas esenciales para procesos como la
divisién celular, tales como la topoisomerasa Ila (Figura 1.3g)'¥” u otros que acttian
inhibiendo la actividad de la telomerasa con un ligando funcionalizado con un grupo

acido (Figura 1.3h).15%
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Aunque en muchos casos estos compuestos se localizan en el ntcleo y actuan
dafiando el ADN, existen muchos ejemplos de otros compuestos que van dirigidos a
otras dianas celulares. El compuesto de la Figura 1.3i se localiza en otros organulos
citoplasmaticos, concretamente en las mitocondrias, y presenta una actividad citotdxica
en HelLa de 0.057 uM (cisplatino 15 uM).'® Uno de los organulos mds expuesto y que
presenta mayor sensibilidad a la presencia de agentes citotoxicos es el reticulo
endoplasmatico, aunque no se han reportado muchos ejemplos de compuestos de Pt(Il)
que se dirijan a él directamente. Un estudio ha publicado una familia de compuestos que
no solo se localizan en este orgdnulo, sino que ademds genera estrés oxidativo

provocando finalmente la muerte celular con un ICso de 3.79 uM (cisplatino 10.9 uM)

(Figura 1.3j).1%
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Figura 1.3. Compuestos ciclometalados de Pt(II) con potencial como agentes antineoplasicos.
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1.1.3 Compuestos cicloplatinados con CsFs como ligando auxiliar

Como ya se ha comentado un factor de gran importancia es la eleccion de los
ligandos auxiliares. Estos coligandos, participan de manera decisiva tanto en la eficiencia
como en la modulacién de la emision, ademds de mejorar la selectividad hacia ciertos
receptores de membrana presentes en algunos tipos de células tumorales o, incluso,
pueden modificar propiedades como la solubilidad en medios bioldgicos. En el
desarrollo de este capitulo se ha empleado el grupo CsFs, el cual presenta un carbono con
carga negativa sp? con caracter fuertemente dador, haciéndolo de campo fuerte. Esta
caracteristica provoca que los orbitales d del metal se hagan mads inaccesibles,
impidiendo las transiciones centradas en el metal y mejorando, de esta manera, las
eficiencias en la emision. Por otra parte, la presencia en este ligando de dtomos de fltior
en posicion orto y su elevada electronegatividad provocan una fuerte estabilidad en el

enlace C-M frente a posibles procesos de oxidacién reduccion.!”

En cuanto a la preparaciéon de complejos que contengan a la vez grupos
ciclometalados y pentafluorofenilo, hay que sefialar que el primer ejemplo se remonta a
1992, cuando el grupo de investigacion del Prof. Fornies y colaboradores publicd la
sintesis de un complejo con un ligando tridentado [Pt(CsFs)(CeHsC(Ph)=N-N=CPh2)]
empleando como producto de partida el sustrato cis-[Pt(CsFs)2(thf)z].!”* Sin embargo, los
estudios de estos compuestos solo se centraron en su reactividad y no en el estudio de
propiedades ¢pticas (Esquema 1.1a). Los primeros articulos que presentaban a su vez
estudios sobre las propiedades fotofisicas de estos complejos fueron los relacionados con
el complejo monoanionico (NBus)[Pt(bzq)(CeFs)2] (Hbzq 7,8-benzoquinoleina)
preparado por facil metalacion de la benzoquinoleina utilizando como precursor el
complejo (NBus)2[Pt2(u-CoFs)2(CeFs)a]. Este complejo (NBus)[Pt(bzq)(CeFs)2] posee una
emision verde en estado sdlido (518 nm) a temperatura ambiente que de acuerdo a
célculos tedricos se atribuye a una mezcla de transiciones 3LC 3[n-m*(bzq)]/*MLCT
3[5d(Pt) - *(bzq)].1”? Estudios posteriores sobre la reactividad de este derivado, han
puesto de manifiesto su potencial de actuar como precursor en la preparacion de

complejos polimetalicos (Esquema 1.1b).1722 173
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Esquema 1.1. Sintesis de los primeros complejos de Pt(II) ciclometalados con C¢Fs como ligando

auxiliar.

Una vez abierta esta nueva linea de investigacion, la familia de complejos
cicloplatinados neutros mononucleares con ligandos pentafluorofenilo luminiscentes no
ha parado de crecer. Uno de los ejemplos mas relevantes, publicado por nuestro grupo
de investigacion es el del solvato [Pt(bzq)(CeFs)(acetona)], que se prepara partiendo de
cis-[Pt(CeFs)(thf):] y que se produce gracias a la activacion del enlace C-H del ligando
benzoquinoleina en condiciones muy suaves. El estudio de la reaccion reveld que tiene
lugar a través de la formacién inicial de 0.5 eq. del intermedio [Pt(CeFs)2(Hbzq-kN):], que
evoluciona en presencia del precursor con formacién del complejo 1 de la Figural.4. Por
otro lado, tanto el intermedio [Pt(CeFs)2(Hbzq-kN)2], como el complejo 1 pueden
evolucionar a la especie [Pt(bzq-kC,N)(Hbzq-kN)(CeFs)] (2a de la Figura 1.4) en
presencia de exceso de ligando.”” Estos estudios abrieron la puerta a la sintesis de
diversos derivados con la formula general [Pt(C"N-1xC,N)(HC"N-kN)(CeFs)] con
diferentes grupos ciclometalados (HC"N = HdFppy (2b),'”> Hpbt (2c),'”> Br-Hpbt (2d),'3
Hpq (2e),'** Hthpy (2f)!3*) como los que se presentan en la Figura 1.4a. Tal y como reflejan
sus estructuras de rayos-X, los ligandos HC"N se colocan en conformaciéon ortogonal
localizandose uno de sus protones cerca del centro de Pt, lo que sugiere la presencia de

interacciones Pt-H.

También se han publicado numerosos estudios sobre la sintesis, y propiedades
de derivados solvato con DMSO [Pt(C*"N)(CsFs5)(DMSO)], como los descritos
recientemente por nuestro grupo de investigacion (Figura 1.4. C*N ppy (3g),'7 pbt (3¢)'>

o thpy (3f)'**). Tanto los complejos que contiene una molécula de disolvente (acetona o
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DMSO) o un segundo ligando (HC"N-kN) en su estructura presentan emisiones con
bandas estructuradas (465 - 555 nm), tiempos de vida largos que van de 0.9 a 8.5 pus 'y
rendimientos cuanticos moderados. Estas emisiones se asignan, de acuerdo a calculos
TD-DFT, a una mezcla de transiciones *LC/°MLCT que se localizan en el centro de platino
y en el ligando ciclometalado. Debido a sus interesantes propiedades fotofisicas se llevo
a cabo un estudio de su actividad citotdxica en colaboracion con el grupo del Prof. José
Manuel Garcia Pichel frente a la linea celular de cancer de pulmdn (A549).3* Los
experimentos de microscopia de fluorescencia confirmaron la acumulacién de estos
complejos en la regién citoplasmatica, con una emision mads brillante en la zona

perinuclear.
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Figura 1.4. Preparacion de derivados de luminiscentes de Pt(Il) con el ligando auxiliar CeFs, a)

partiendo del precursor [Pt(CsFs)2(THF)z] o b) [Pt(CsFs)2(DMSO):].

La presencia de una molécula 1abil, como el dimetilsuféxido o la acetona, en la
esfera de coordinacidn del platino de los solvatos de tipo [Pt(C*N)(C¢Fs)(S)] hace que
estos derivados sean excelentes precursores para la preparacion de nuevos complejos.
Estas moléculas labiles son facilmente sustituidas por otros grupos para dar complejos
con la férmula general [Pt(C"N)(CeFs)(L)]. Algunos ejemplos que ilustran estas

reacciones de sustituciéon son los que se dan con el derivado [Pt(bzq)(CsFs)(acetona)] en
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presencia de grupos L tales como PPhs, PpyPhz, tht, MeCN'” o isocianuros.”® Ademas
estos derivados se han empleado a su vez para la sintesis de clisters polimetalicos, como

los que se representan en el Esquema 1.2 del tipo Pt2Ag.!””

DM

t SO
e Acetona, 02C
— -

Esquema 1.2. Preparacién de complejos polimetalicos a partir de compuestos de Pt(II) con

fosfinas y estructura de rayos-X con las distancias de las interacciones.

1.1.4 Compuestos cicloplatinados con fosfinas

En este capitulo se utilizaran las reacciones de sustitucion en complejos de tipo
[Pt(C N)(CeF5)(S)] anteriormente comentadas, centrandose en el intercambio del ligando
labil DMSO por fosfinas. Estos ligandos presentan unas propiedades electrénicas y
estéricas muy variadas en funcion de los sustituyentes que elijamos, por lo que son muy
empleados para modular las emisiones en complejos con metales de transicion.'” Existen
muchos ejemplos de complejos cicloplatinados que presentan fosfinas en la esfera de
coordinacion del platino. Entre ellos, nuestro grupo de investigacion ha publicado la
sintesis de algunos ejemplos de derivados que contienen la fosfina PPETS
(PPh2(CH2)2Si(OEt)s), con un grupo alcoxisilano terminal, lo que ha permitido su
incorporacion a matrices siliceas para dar una serie de materiales mesoporosos hibridos

de base silicea con interesantes propiedades luminiscentes (Figura 1.5a). ¥

Desde el punto de vista biologico, estos ligandos ofrecen multitud de
propiedades dado que ya se ha demostrado el poder antitumoral de ciertas fosfinas
como la bis-difenilfosfinoetano (dppe), tanto por si sola como coordinada a un centro
metalico.’® En esta linea, el grupo de Jamshidi publicé un estudio sobre la actividad

bioldgica contra la linea tumoral MCF-7 y Junkart sobre complejos catiénicos de platino
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que presentaban la dppe (figura 1.5b). Estos estudios demostraron que dichos derivados
presentaban mejores resultados que los obtenidos con el cisplatino y que, en alguno de
los casos, el compuesto es capaz de activar la caspasa-3 (enzimas responsables de
cambios en la morfologia celular al iniciar la apoptosis).!®? Siguiendo este ejemplo, se han
publicado otros estudios con complejos con derivados de la fenilpiridina como grupo
ciclometalado y diferentes fosfinas monodentadas como ligandos auxiliares. Todos los
complejos que se estudiaron presentaron actividad citotdxica superior a la del cisplatino
frente a las lineas celulares tumorales de pulmon, ovario y de pecho, siendo el compuesto
representado en la Figura 1.5c el que mejores resultados obtuvo. Estudios
computacionales de acoplamiento molecular realizados sobre este compuesto revelan

como la fosfina se encaja en una de las hebras de ADN.$

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion se ha descrito una familia de
complejos basados en el 2-(4-R-fenil)-benzotiazol [Pt(R-pbt)(Cl)L] (R = Br, Me:2N), donde
se emplearon como sustituyentes (L) DMSO y diferentes fosfinas como la 1,3,5-triaza-7-
fosfaadamantano (PTA) o la tris-(3-sulfonato sodico fenil) fosfina (TPPTS).’®* Los
resultados indican que los complejos que contenian la fosfina PTA presentaban mejor
actividad citotdxica frente a la linea tumoral A549, y que el mecanismo de accion podia

pasar por la depolimerizacidon de los microtiibulos (Figura 1.5d).

Siguiendo en esta linea, se decidid continuar investigando el efecto de los
ligandos fosfina en las propiedades de estos complejos con el ligando ciclometalado 2-
(4-dimetilaminofenil)benzotiazolato y ligandos bioactivos como el 4acido 4-
(difenilfosfina)-benzoico [Pt(Me2N-pbt)(CeFs)(o-dpbH)]'®. Estos estudios revelaron que
estos compuestos presentaban emisiones duales 'ILCT/’ILCT, y que dependiendo de la
ratio entre ambas podian generar emisiones cercanas al blanco. Ademas, al exponerlas
al oxigeno, la contribucion fosforescente descendia, tal y como se representa en la figura
1.5e, lo que es un indicativo de la generacion de 'Oz. De hecho, el 'O: generado bajo
irradiacion continua es capaz de oxidar el DMSO a DMSO: desoxigenando el
microentorno de la molécula e incrementado la banda de fosforescencia (figura 1.5e).
Este hecho se ha utilizado para probar la actividad bioldgica de esta familia de

compuestos en terapia fotodindmica con excelentes resultados
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Figura 1.5. Algunos ejemplos de complejos ciclometalados de Pt(II) con ligandos fosfina e interés
bioldgico. El apartado e muestra el estudio de la aparicion de la fosforescencia al exponer la
disolucion en DMSO del compuesto [Pt(Me2N-pbt)(CeFs)(o-dpbH)]'#> a luz ultravioleta. En el
espectro de emision se muestra una banda estructurada cuyo maximo a 588 nm va aumentando
al irradiarlo, mientras que la banda asignada a la fluorescencia permanece sin muchos cambios

€n ese proceso.

Teniendo todos estos antecedentes en cuenta, en este capitulo se aborda el
estudio sobre los cambios en las propiedades bioldgicas que genera la sustitucion de la
molécula de DMSO por ligandos menos labiles de tipo fosfina funcionalizada en los dos
precursores luminiscentes [Pt(C*N)(CsFs5)(DMSO)] [C"N = ppy (1a), dfppy (1b)]. Como
ya se ha comentado, son muchos los estudios focalizados en el estudio de la actividad
citotoxica de compuestos de Pt con fosfinas funcionalizadas.'*>d 1% En este caso, se ha
elegido la fosfina comercialmente disponible PPh2CsH+«COOH (dpbH) para la sintesis de
los compuestos [Pt(C*N)(CsFs)(dpbH)] (2a y 2b). La presencia en esta fosfina de un

grupo acido carboxilico hace de ella una excelente candidata para emplearse como
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plataforma para la formacion de enlaces peptidicos mediante procesos sencillos de
acoplamiento (Figura 1.6).'” Este método se ha empleado para realizar el acoplamiento
entre el grupo carboxilico y la glicina metil éster (dpbGlyOMe) en los complejos 2ay 2b,
en presencia de del agente de acoplamiento N-etil-N'-[3-

(dimetilamino)propil]carbodiimida (EDC-HCI); reacciones que conducen a la obtencion

I /i’( Cl—Au—Pp(Ph,) a; thma metil éster
Cl—Au—rF(Ph,)
e; L-Metionina metil éster

CI—Au—P(Ph;) EpC, HCI, NHS,
I rtsN \ Q)‘\

Cl—Au—rp(Ph,)

d; L-Fenilalanina metil éster | J\H/

cl—Au—p(Ph,)

de los complejos [Pt(C*N)(CsFs)(dpbGlyOMe)] (3a y 3b).

Cl—Au—rP(Ph,) b; L- leucina metil éster

¢ L- alanina metil éster Inorg. Chem. 2014, 53, 19, 10602-10610

Figura 1.6. Preparacion de derivados de oro con fosfanoamidas con ayuda de agentes de

acoplamiento

Por ultimo, con fines comparativos, se han preparado dos nuevos compuestos
con la fosfina soluble en agua tris-(3-sulfonato sddico fenil)fosfina (TPPTS) [Pt(C"N)
(CeF5)(TPTS)] (4a y 4b). Esta fosfina ha sido empleada previamente para la preparacion
de complejos solubles en medios acuosos con un gran potencial para su uso como
agentes de contraste en bioimagen!, complejos de Au(I) antimicrobianos vy

anticancerigenos'®, y de Pd(II) potencialmente antineoplasicos.!®
8 y p p

Es importante resaltar que, por lo general, el desarrollo de nuevos farmacos es
un proceso largo y muy costoso que se compone de varias etapas entre las que se
encuentra la sintesis del farmaco, estudios in vitro de su toxicidad, estudios de sus
mecanismos de accion, estudios in vivo y por tltimos ensayos clinicos (fases I, II y III).
Tanto el primer capitulo de esta tesis como el segundo tratan de la sintesis, estudio de

toxicidad y de los posibles mecanismos de accion de dos nuevas familias de compuestos
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de Pt(II) e Ir(III); centrandose este primer capitulo en la sintesis, caracterizacion y estudio
de las propiedades Opticas, acompanadas de calculos tedricos, de los compuestos de
Pt(II) 1 a 4. Ademas, se han estudiado las propiedades biologicas in vitro de todos ellos
en las lineas celulares humanas de cancer de pulmoén (A549) y de cancer de cuello uterino
(HeLa). Con el fin de comparar los resultados con una linea celular no tumoral, se han
realizado también los estudios de citotoxicidad frente a células del epitelio pulmonar
(NL-20). Profundizando atin mds en el comportamiento anticancerigeno de estos
compuestos, se han realizado los estudios sobre la posible inhibicion de la
polimerizacion de los microtabulos como su posible mecanismo de accién. Finalmente,
se han realizado estudios sobre su localizaciéon celular mediante microscopia de

fluorescencia.
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1.2  Sintesis y caracterizacion
1.2.1 Sintesis

Como ya se ha senalado en la introduccion, uno de los principales objetivos de este
capitulo es la preparacion de una nueva familia de compuestos cicloplatinados que sean
luminiscentes y, ademads, presenten en su estructura ligandos coordinados con grupos
bioactivos. Estos grupos pueden servir de via para el incremento de su actividad

bioldgica a través de su interaccion mas selectiva con células tumorales.

El procedimiento sintético para la preparacion de los nuevos compuestos de Pt(II)

1-4 (a y b) estd representado en el esquema 1.3.

Q EDCHCI

W F,

-DMSO o "y, NHS OMe -Hcl
F F HZN/\[r

(o]

CAN = ppy (2a), dfppv(lb) HaO | NEt,

(o]

HCAN N% °p..ull@
cis-[Pt{C.F5),(DMSO),] ——= \ o N ’)-OMe
-HCF Pt: H
- =

6fs o ""««,,, E
F
%{ PR
F ¥ F

Z
3 | CAN = ppy (1a), dfppy (1b) CAN = ppy (3a), dfppy (3b)
| S
N
F
@5\ i
TPPTS %" R .“Q
- DMSO
C

can = ppy (a) dfppy ()

CAN = ppy (4a), dfppy (4b)
Esquema 1.3. Preparacion de los complejos 1-4

La sintesis del precursor con la molécula 1abil de DMSO (1a) esta descrita en un
articulo publicado anteriormente por este grupo de investigacion.!” Siguiendo un
procedimiento similar al establecido para 1a, se obtiene el compuesto analogo con el
grupo ciclometalado dfppy (1b). Este compuesto se aisla como un s6lido amarillo palido
mediante la reaccion de del precursor cis-[Pt(CsFs)2(DMSO):z] con un equivalente de la 2-
(2,4-difluorofenil) piridina (Hdfppy) en tolueno a reflujo durante 24 horas. De acuerdo

con estudios previos, en estas condiciones se produce inicialmente la sustitucion de una
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de las moléculas de DMSO, coordinandose el ligando HC"N al centro de platino por el
atomo de nitrogeno piridinico. El intermedio de reaccion cis-[Pt(CeFs)(HC N-
kN)(DMSO)] forma, finalmente, los derivados 1a o 1b a través de la activacion del enlace
C-H (Esquema 1.4).13+ 176,191 Estas reacciones son quimio y regio selectivas, dado que la
forma final es siempre el isomero en el que el grupo CeFs se encuentra en una posicion
mutuamente cis con el C-metalado debido al efecto transfobia.!”* %2 Algo que se confirma

por medio de las estructuras de rayos-X obtenidas para el compuesto 1b.

.
o = ﬁ A [¢] R o

| o II_wme | Mo, - :ME | . Y Il_mre | 1} Il_me
— P> il ™ < <

HppY /N%""-vphv"w “Me "pe S A Me Tolueng a7, “Ma

els-[PH{C,F.),(DMSO),] ——— W = P E — PNF.
6" 512! 2" pmso F F. £ " | - HCGF,
F F F
F F F F E F
F : H
¥ ¥

E*" 4B F F F

Esquema 1.4. Intermedios de reaccién y activacion del enlace C-H para la sintesis de 1.

Por otra parte, la preparacion de los derivados con fosfinas 2a,b y 4a,b se lleva a
cabo facilmente, y con rendimientos elevados, a partir de la sustitucion del ligando 1abil
DMSO en 1a y 1b por la correspondiente fosfina comercialmente disponible, 4-
(difenilfosfina)acido benzoico (dpbH) (3) o tris-(3-sulfonato sodico fenil)fosfina

[P(CeHsSOsNa)s, TPPTS] (4).

En los ultimos afos, se ha llevado a cabo preparacion de ligandos de tipo fosfina
unidos a derivados de aminodcidos o a pequenos péptidos, que finalmente se coordinan
a complejos metalicos a través de enlaces M-P.1%4 187193 Muchos de estos compuestos se
han empleado a su vez como catalizadores o como modelos estructurales de proteinas
secundarias.!®’e 1% Jna manera sencilla de llevar a cabo esta funcionalizacion es
mediante acoplamiento peptidico entre el grupo amina de derivados de aminoacidos y
fosfinas con grupos acido, publicada por Monkowius y col.!¥2 Para esta reaccion, se
emplea el agente de acoplamiento N-etil-N"-[3-
(dimetilamino)propil]carbodiimida-hidrocloruro (EDC-HCI) y la N-hidroxisuccinimida
(NHS). Esta estrategia se ha probado con éxito en la activacion del grupo carboxilico de
la fosfina dpbH en el derivado [AuCl(dpbH)] generando acoplamiento peptidico directo
con aminoacidos protegidos con grupos metil éster.!s
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Teniendo en cuenta lo anterior, para la sintesis de los derivados
[Pt(C"N)(CsF5)(dpbGlyOMe)] 3a y 3b, se ha decidido emplear la misma estrategia
partiendo de los compuestos 2a y 2b y la Glicina metil éster en su forma clorohidrato
(HGlyOMe-HCI). Como se recoge en los esquemas 1.3 y 1.5, los precursores 2ay 2b se
disuelven en diclorometano junto con el agente de acoplamiento EDC-HCl y la NHS (en
una ratio molar de 1/1.2/1.2) durante 5 horas para generar la forma activada (éster), que
posteriormente reacciona con 1.4 equivalentes de HGlyOMe-HCl en medio basico (4
equivalentes de NEts) durante 24 horas. De esta manera se obtienen los compuestos 3a
(71%) y 3b (64%) con buenos rendimientos, como sélidos amarillos tras el tratamiento

habitual de la reaccidn para aislarlos y obtenerlos puros.

El empleo en este caso de la EDC-HCI permite la formacion del enlace amidico
activando el acido carboxilico sin la formacion de productos secundarios como la N-
acetilurea, insoluble en agua y mdas complicada de eliminar, mediante un proceso

sencillo que permite obtener estos compuestos con un elevado grado de pureza.

Esquema 1.5. Mecanismo de formacion del enlace peptidico a través del agente de acoplamiento

EDC.HCI con NHS.

1.2.2 Caracterizacion

Todos los compuestos sintetizados son estables al aire y han sido caracterizados
mediante las técnicas habituales de analisis elemental (excepto 4a y 4b), espectrometria
de masas y mediante espectroscopia IR y de RMN de 'H, 3'P{'H}, “F{'H} y 3'C{'H} (ver
figuras del Apéndice 1 A1.1-A1.2).
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Para los compuestos 2 y 3, los espectros de masas [MALDI-TOF(+) o ESI(+)]
muestran la presencia de iones moleculares M* (2a 100%, 3a 69%) o [M+H]* (2b 100%, 3b
55%). En el caso de los compuestos que presentan la TPPTS, en el espectro ESI(+) los
picos mas intensos corresponden a los iones [M+Na]* (4a 100%, 4b 100%), al igual que

en caso del solvato con DMSO 1b ESI(+)[M+Na]* (100%).

Todos los compuestos presentan en sus espectros de infrarrojo bandas que
aparecen alrededor de 800 cm™ (799 1b; 804 2a; 803 2b; 804 3a; 803 3b; 787 4a; 784 cm!
4b),"* que se deben a la vibracion vxsensivle de los grupos pentafluorofenilo.!722 1726174177 En
los compuestos que presentan un grupo carboxilico destacan bandas atribuidas a la
vibracion v(CO) (1696 2a; 1702 cm™ 2b) y v(OH) (= 3000 cm?). En cuanto a los compuestos
en los que el 4cido funcionalizado de la fosfina pasa a formar un enlace peptidico con la
glicina metil éster, los espectros de infrarrojo reflejan la presencia de dos grupos
carbonilo en la region v(CO). Las que aparecen a frecuencias mas altas (3a 1745y 3b 1747
cm™) se atribuyen al grupo éster (COOMe), mientras que las que aparecen a menores
energias (1667 3a y 1666 3b) se asignan al grupo amida. En estos compuestos es muy
representativa la banda que aparece = 3360 cm™' que se asigna a v(NH). Finalmente, los
grupos sulfonato de los derivados 4 generan bandas anchas = 3460 y 1645 cm?,
correspondientes con los modos de tensiéon v(OH)sim y V(OH)asim y de flexion de las
moléculas de H2O (debido a la presencia de iones Na* que tienden a captar moléculas de

H:O para estabilizarse).

Se ha realizado la caracterizacion de RMN de todos los compuestos, asignando
las sefiales con ayuda de los espectros de correlacion COSY 'H-'H, HSQC 'H-'3C, HMBC
'H-13C y TOCSY 'H-'H.

Todos los espectros de “F{'H} (Figura 1.9) confirman la presencia del grupo
pentafluorofenilo mostrando las tres sefiales tipicas de sistemas AA'MXX" (20-F, p-F y
2m-F). Los altos valores observados para las constantes de acoplamiento entre los atomos
de fltior en posicion orto y el atomo de platino (}Jorrt = 463 - 505 Hz) son comparables
con los obtenidos en compuestos similares,!3* 174 176 y estan en consonancia con la baja
influencia trans del &tomo de N de la piridina en el grupo ciclometalado en coherencia

al efecto transfobia. Ademas, en el caso de los compuestos de la serie b, aparecen dos
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sefales adicionales a campos mas bajos, atribuidas a los atomos de fltor de la dfppy (F°
y F®). Estas senales también presentan satélites de Pt (*/r.r = 33-60 Hz) y tienen forma de
multiplete por acoplamiento a los F mds proximos y, en los casos de los compuestos con

fosfinas (2 - 4), al atomo de P (°Jrr = 10 Hz).
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Figura 1.9. Espectros de RMN “F{'H} de los compuestos 1b (CDCL), 2b y 3b (CDsCOCD:s) y 4b
(D:0).

Las reacciones de sustitucion de la molécula 1abil de DMSO en los compuestos 1
(ay b) por fosfinas en los compuestos 2 - 4 también se evidencia en los espectros de RMN
SIP{'H} (Figura 1.10), en los que se observa una tnica sefial en el rango de 6 = 26.2 - 29.2
ppm, singlete en el caso de los compuestos con ppy como ligando ciclometalado y triplete
para aquellos que presentan la dfppy debido al acoplamiento a larga distancia con los
atomos de F (°Jer 8-10 Hz). Los valores de las constantes de acoplamiento de los satélites
de platino con el fosforo se encuentran en el rango !Je-rt 1936 - 2028 Hz, valores tipicos de

senales de P en disposicion trans al C ciclometalado.s 1%
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Figura 1.10. Espectros de RMN 3'P{H} de los compuestos 2a y 2b en CDsCOCD:.

Las senales mas representativas de los espectros de RMN 'H y *C{'H} son las
correspondientes a los ligandos ciclometalados y de los fenilos sustituidos de las
fosfinas. La asignacién completa de estas sefiales se ha realizado con ayuda de los
espectros bidimensionales (ver Apéndice). Como ejemplo, la Figura 1.11 muestra los
espectros de RMN de 'H del solvato de DMSO 1b y de los derivados con fosfinas de la

serie a.

La reaccion de sustitucion del DMSO por las fosfinas se refleja en la aparicion de
las sefales correspondientes a los anillos aromaticos. Ademas, las sefiales que se deben
a los protones de los grupos ciclometalados también sufren cambios, como es caso del
protéon H? que se desplaza de 9.71 ppm en 1b a 8.00 — 8.17 ppm en los compuestos 2 — 4
(ay b). Este desplazamiento se atribuye al efecto anisotropico diamagnético de los anillos
fenilicos de las fosfinas que se encuentran en cis al anillo con el H2 Un efecto similar
ocurre con el H’, en el que se observa un desplazamiento hacia frecuencias mayores (Adu
~0.4-0.5 ppm de1a2-4). Estasefial aparece en todos los casos como la mas apantallada
debido a su proximidad con las corrientes diamagnéticas generadas por el grupo CsFs en

posicion cis, que se orienta perpendicular al plano de coordinacion del platino y presenta
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una apariencia de mayor complejidad debido a su acoplamiento a larga distancia con el
atomo de P (4/u-r). La sefial que aparece en el compuesto 1b a 3.04 ppm, debida a los CHs
del DMSO y con satélites por acoplamiento a Pt (}/een= 14 Hz), desaparece al sustituir
este ligando por las fosfinas; apareciendo para los compuestos 2 una nueva sehal muy
ancha debida al OH de la fosfina (6" 11 — 12). Esta senal desaparece al realizar el
acoplamiento peptidico con la glicina metil éster, tal y como refleja el espectro del
compuesto 3a de la Figura 1.11 en el que aparecen nuevas sefales adicionales como la

debida al NH = 8.02 ppm o la del metdxido a 3.69 ppm.
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Figura 1.11. Espectros de RMN de 'H de 1b (CDCL), 2a, 3a (CDsCOCD:s) y 4a (D:0).

Por su parte, los espectros de RMN de 3'C{'H} de los compuestos 2a y 3a estan
representados en la Figura 1.12. En ellos destacan las sefiales mas desapantalladas que
se atribuyen al grupo carbonilo (0 168.8 2a, 166.9 ppm 2b) y, en el caso de los compuestos
3, de los grupos COO (o 170.77 3a, 171.0 ppm 3b) y CONH (d 168.7 3a, 166.8 ppm 3b).
Ademas, en el caso de los compuestos 3 aparecen a bajas frecuencias las senales debidas

al carbono metilénico CH2 (0 41.9 3a, 42.2 3b) y OMe (0 52.1 3a, 52.3 ppm 3b)
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Figura 1.12. Espectros de RMN de 3'C{'H} de 3a y 3b (CDsCOCD:).

Las estructuras moleculares de los compuestos 1b, 2a y 3b, obtenidas a partir del
estudio de monocristales de estos sdlidos mediante difraccion de rayos-X (XRD),
confirman la estequiometria y estructura de los compuestos expuesta en el esquema 1.2.
En la Tabla del Apéndice A.1.1 aparecen las distancias de enlace y angulos, ademas de
los datos cristalograficos. En los tres casos se observa, como es de esperar un entorno
plano cuadrado distorsionado en el atomo de Pt(II) debido al grupo ciclometalado
(C(12)-Pt(1)-N(1) 80.2(1) A (1b), 80.9(3) A (2a) 79.9(2) A (3b)). Se confirma en todos los
casos la disposicion en cis del C-ipso del grupo pentafluorofenilo con respecto al carbono
metalado y para el complejo 1b la unién del grupo DMSO a través del atomo de azufre,
como confirman también sus constantes de acoplamiento Jren en el espectro de RMN de
proton. Las distancias de enlace entre el Pt y los ligandos estan dentro de lo esperado y
son similares a las encontradas para compuestos descritos previamente, ' 1% aunque la
distancia de enlace Pt-S 2.3114(7) es ligeramente superior a la observada en otros

compuestos estructuralmente similares.'”

Los cristales del compuesto 1b se han conseguido a partir de la difusion lenta de

hexano a -30 °C en una disolucién saturada de 1b en CH:Cl.. En la Figura 1.12 se recoge
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la estructura molecular del compuesto junto con algunos datos seleccionados de
distancias de enlace y dangulos mas relevantes, asi como algunas interacciones

supramoleculares presentes en la estructura cristalina.

Figura 1.13. Estructura molecular del complejo [Pt(dfppy)(CsFs)(DMSO)] (1b), mostrando el
empaquetamiento de las moléculas a lo largo del eje cristalografico a. Este empaquetamiento se
debe a interacciones intermoleculares débiles - 7 (= 3.6 A) y C-H---F (CF 2.6 A; C-H-F 137 -
142°). Distancia de enlace seleccionadas Pt(1)-N(1) 2.090(3), Pt(1)-C(12) 2.017(3), Pt(1)-Cipso(CsFs)
2.028(3), Pt(1)-S(1) 2.3114(7), C(12)-Pt(1)-N(1) 80.2(1), C(12)-Pt(1)- Cipso(CsFs) 91.6(1).

Para 2a, los cristales se obtuvieron a partir de una disoluciéon de complejo en
CHzClz, y su estructura se recoge en la Figura 1.14 junto con la forma que tiene de
cristalizar en un grupo espacial P-1, con un par de moléculas en la unidad asimétrica. En
este caso las distancias de enlace Pt(1)-N(1) 2.090(3) y Pt(1)-Cipso(CsFs) son muy similares
a las encontradas para el complejo 1b, mientras que la distancia Pt(1)-C(12) 2.043(7) es
considerablemente mayor, posiblemente por la mayor influencia trans del 4tomo de P de
la fosfina con respecto al S del DMSO. El estudio realizado sobre el empaquetamiento
de este compuesto y de 1b, revela que se ven soportados por interacciones débiles 7t .
En el caso de 2a, se observa, en ambas moléculas, una interaccién intermolecular entre
el anillo benzoico y el ligando pentafluorofenilo (distancia entre los centroides de los

anillos de 3.44 y 3.52 A), como se aprecia en la Figura 1.14.
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Figura 1.14. Estructura molecular del complejo [Pt(ppy)(CsFs)(dpbH)] (2a), mostrando diferentes

vistas del empaquetamiento de las moléculas a través de interacciones intramoleculares 7t 7
entre los anillos benzoicos y los grupos pentafluorofenilo (distancia entre centroides 3.44 y 3.52
A). El empaquetamiento muestra un apilamiento de las moléculas a lo largo del eje cristalografico
a soportado por interacciones 7t 1t débiles (= 3.6 A) a través de los anillos piridinicos de la ppy y
por contactos C-H-F (C--F 3.41 - 3.61 A; H-F 2.73 - 2.89 A; C-H--F 116 — 159°). Distancia de
enlace seleccionadas: Pt(1)-N(1) 2.104(6), Pt(1)-C(12) 2.043(7), Pt(1)-Cipso(CsFs) 2.014(7), Pt(1)-P (1)
2.335(2), C(12)-Pt(1)-N(1) 80.9(3), C(12)-Pt(1)- Cipso(CeFs) 91.0(3).

Como se muestra en la Figura 1.15, en el derivado 3b la formacion de un enlace
peptidico con un derivado de aminodcido en la fosfina es lo que organiza la disposicion
supramolecular en este compuesto. Este grupo involucra varias interacciones
intermoleculares C-H--O, N-H--O y C-H+m, que otorgan un ordenamiento
bidimensional a lo largo de los ejes cristalograficos a y b. En consecuencia, se forman
canales de alrededor de 5 nm de didmetro paralelos al eje a ([100]). A pesar de la
presencia de los restos peptidicos voluminosos, se forman también interacciones
intermoleculares entre diferentes dfppy [C(4)C(8") 3.28 A], dando lugar a la estructura

tridimensional mostrada en la Figura 1.15.
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Figura 1.15. Estructura molecular del complejo [Pt(dfppy)(CsFs)(dpbGlyOMe)] (3b) mostrando

diferentes vistas del apilamiento de las moléculas. El grupo peptidico participa en la formacién
de interacciones intermoleculares débiles C-H--O (C---O 3.53 A; H--O 2.64 A; C-H--O 1599) y N-
H--O (N--02.75 A; H-02.20 A; N-H--O 145°), lo que genera un ordenamiento bidimensional de
las moléculas a lo largo de los ejes a y b. Este hecho origina canales de 5 nm de diametro a lo largo
del eje a, ocupados por moléculas de disolvente (CH2Clz). Dichos canales se unen a lo largo del
eje c a través de interacciones 7+ 7t entre grupos dfppy [C(4)C(8") 3.28 Al para dar la estructura
tridimensional final. Distancia de enlace seleccionadas Pt(1)-N(1) 2.093(4), Pt(1)-C(12) 2.024(6),
Pt(1)-Cipso(CsFs) 2.002(6), Pt(1)-P (1) 2.327(2), C(12)-Pt(1)-N(1) 79.9(2), C(12)-Pt(1)-Cipso(CeFs)
79.9(2).
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1.3 Propiedades fotofisicas y calculos tedricos

El estudio de las propiedades fotofisicas de todos los compuestos cicloplatinados
con ligandos pentafluorofenilo que componen este capitulo se han realizado en
disolucién, empleando CH:Cl> como disolvente en los compuestos 1-3 y H20 en 4.
Ademas, los espectros de emision se han medido tanto a temperatura ambiente como a

bajas temperaturas (77 K), en disolucidon y en estado solido.

1.3.1 Espectros de absorcion

Se han medido los espectros de absorcion de los compuestos 1-3 en CH2Clz y del
compuesto 4 en H20O y MeOH (5 x 10° M). Los datos se recogen en la Tabla 1.1 y la Figura
1.16 muestra un ejemplo representativo de los espectros (1b, 2b y 3b), junto con una
ampliacion de la zona menos energética en la que aparecen los compuestos 1,2y 3 (ay

b).

a) b)
500 |
— 400 =
£ £ 100 |
< <Q
S 300 =
& S
- -
»x 200+ S
w W
100 |
0 T T T T 1 0 1
250 300 350 400 450 400
A (nm) A (nm)

Figura 1.16. Espectros de absorcién en CH>Cl>de 1b (2.5x 10° M), 2b y 3b (5 x 10°*M) y ampliacion

de la zona de menor energia de los compuestos 1-3 con ppy (a) o dfppy (b).

Con fines comparativos, se han realizado los espectros de absorcion UV-Visible
en DMSO en el caso de los derivados 1 - 3 (5 x 10° M), para confirmar su estabilidad en
este medio. Los estudios bioldgicos realizados sobre estos compuestos se llevan a cabo
disolviéndolos previamente en DMSO en concentraciones de 8 o 16 mM. Por ello, y para
asegurar que sus propiedades no varian drasticamente con el cambio de disolvente, se
ha realizado esta prueba. Los resultados obtenidos indican que estos compuestos son

estables en este medio con pequenas variaciones en las energias de absorcion, tal y como
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se ve en la Tabla 1.1, lo que sugiere una contribuciéon muy baja de la transferencia de

carga en las propiedades de absorcion de estos compuestos.

Tabla 1.1. Datos de absorcion para los compuestos 1-3 (a y b) en disoluciones de CH2Cl2 y de 4 (a

y b) en 20 (5 x 105 M)
Compuesto Aabs/ nm (g x 103/ M™-cm™)
1a 253.4 (23.6), 312.1n (6.63), 320 (7.8), 360.7x (2.5) CH2Cl2
263 (28), 313 (10.6), 323.3 (12.2), 363 (4.8) DMSO
N 270 (52.3), 307+ (8.8), 320 (11.6), 357 (1.9) CH:CL
258 (16.7), 297+ (11.8), 319 (9.1), 357+ (3.2), 403+ (0.9) DMSO
”s 250n (32.1), 267 (25.4), 274 (23.9), 315n (6.5), 328 (6.9), 3611 (2.9) CH2CL2
265 (35.7), 326 (9.0), 372+ (2.4) DMSO
o 261 (22.9), 3131 (3.7), 325 (5.6), 360n (0.9) CH:CL:
242 (17.2), 263 (20.3), 313k (6.0), 323 (8.7), 3571 (1.9) DMSO
. 266 (22.4), 271 (25.5), 327 (4.2), 361 (1.9) CH2CL2
266 (31.8), 328 (8.8), 379 (1.9) DMSO
. 258 (41.0), 312x (6.9), 325 (10.2), 356n (2.2) CH:CL:
262 (20.7), 311 (5.1), 325 (8.3), 357:n (2.5) DMSO
“ 263 (28), 308k (5.6), 324 (6.4) H2O
220 (66), 260 (28), 308k (6.6), 327 (7) MeOH
b 258 (28), 308k (6.4), 321 (8.6) H2O
221 (66), 261 (30), 307+ (6.6), 322 (8.8) MeOH
a2.5x10°M

Todos los compuestos muestran, en los espectros de absorcion, bandas de gran
intensidad con hombros en la zona de energia mas alta (A = 220-280 nm) y otras bandas
menos intensas a mayores longitudes de onda en el rango de 300-400 nm (& ~ 0.9 x 10--
10+ M cm). Las bandas de absorcion mas energéticas se asignan a transiciones -t
centradas en el ligando ('IL, C"N, C¢Fs). De acuerdo con estudios previos'* y con los
calculos realizados en los compuestos 1b, 2(a,b) y 3(a,b), las bandas de absorcion
caracteristicas de baja energia que aparecen en el precursor 1b y en los derivados 3a 'y
3b se asignan principalmente a una mezcla de transiciones '"MLCT/'IL, localizadas en el
grupo ciclometalado, con algo de contribucion de caracter 'LLCT (CeFs a C"N), que se ve
incrementada en el caso de los complejos que presentan la fosfina dpbGlyOMe (3a y 3b).

Sin embargo, en el caso de los derivados con la dpbH (2a'y 2b), esta absorcion se atribuye
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a una mezcla de transiciones de mayor complejidad que implican la presencia de
componente intraligando ('IL, C*N) y de transferencia de carga del metal a ambos
ligandos ['M(L+L")CT (Pt — C”N, PPhzR)] y de unos ligandos a otros ("LLCT, CsFs —
C”N); ésta tltima con una mayor contribucion para 2b. En todos los casos, existe cierta
contribucién de transiciones triplete no permitidas, debidas a la presencia del atomo de

Pt, en la cola de las bandas (A > 370 nm).1722 172, 173-174, 177,195, 198

Como se muestra en la Figura 1.16a, la sustitucion en los precursores del DMSO
por las fosfinas provoca un ligero desplazamiento al rojo en los méximos de absorcion,
lo que concuerda con los valores obtenidos mediante calculos tedricos [338,6 nm (1b)
frente a 350,0 nm (2b) y 350,1 nm (3b)] y que se explica por el mayor caracter dador de
las fosfinas en relacion al DMSO-«S, lo que eleva la energia del HOMO y rebaja el salto
electrénico de la transicion. Ademas, todos los complejos de la serie b, con la dfppy como
grupo ciclometalado (1b-4b), muestran el maximo de absorcion desplazado hacia el azul
en relacion con los complejos de la serie a, que presentan la ppy (véase la Tabla 1.1). Este
desplazamiento es coherente dado que, en ambos casos, el HOMO se localiza
fundamentalmente en el arilo del grupo ciclometalado, con una energia mas baja en el
caso dela dfppy (b), en relacion ala ppy de la serie a, lo que incrementa el salto electrénico
hacia el LUMO, mas similar en ambos casos (a y b) y que posee una gran contribuciéon

del anillo piridinico del mismo ligando.

Con el fin de evaluar si se produce agregacion en los compuestos menos
voluminosos (1a,b), que contienen DMSO en lugar de ligando fosfina, se ha realizado un
estudio de espectroscopia de absorcion a concentracion variable en CH2Clz (Figura 1.17).
En ambos casos se observa que, al monitorizar el valor de la absorbancia a 375 nm, la
banda de menor energia (361 nm, 1a; 357 nm, 1b) sigue la ley de Beer en el intervalo de
concentracion de 2.5x10° a 5x10°* M; lo que sugiere que no se produce agregacion de las
moléculas en el estado fundamental, dentro de este intervalo de concentracién. Sin
embargo, si que se aprecian bandas muy débiles (¢ ~ 20 M cm™) a menores energias en
las muestras mas concentradas (102 M para 1a y 1b). Estas bandas se atribuyen a la
poblacion de estados triplete ((LC/°MLCT), permitidos por el elevado efecto del

acoplamiento espin-orbita causado por el atomo pesado de Pt(II).
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Figura 1.17. Regién de baja energia de los espectros UV-Visible de los compuestos 1a y 1b en
disoluciones de CH2Cl2 en concentraciones crecientes, mostrandose en ambos casos la recta que

muestra la correlacion entre la absorbancia a 375 nm frente a la concentracion.

1.3.2 Espectros de emision

Se han registrado los espectros de emision de todos los compuestos en estado
solido y disolucion, a 298 Ky 77 K, y todos los datos se recogen en la Tabla 1.2. Los
estudios de las propiedades Opticas de los derivados con la fosfina TPPTS (4a y 4b) se
han realizado en H:0, dado que la presencia de esta fosfina los hace insolubles en los
disolventes aproéticos empleados para el estudio del resto de derivados que forman esta

familia de compuestos.

Ninguno de los compuestos 4 ha mostrado emision en disolucion a temperatura
ambiente al ser fotoexcitados, mientras que los derivados 1 — 3 muestran emisiones de
baja intensidad en CH:CL. Particularmente, los precursores con DMSO (la y 1b)
muestran en disolucion de CH:Cl: una banda de emision débil a 474 y 462 nm,
respectivamente, debida a fosforescencia. La energia de emisiéon apenas se ve
influenciada al medirse a bajas temperaturas (77 K; 475 nm, 1a; 462 nm, 1b); pero la
intensidad de las emisiones se ve notablemente incrementada en vidrio congelado,

apareciendo ademas fluorescencia residual a 430 nm en el caso de 1a.
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Tabla 1.2. Datos de emision para los compuestos 1-4 (a y b) en solido y disolucién (1-3 en CH2CL

y 4 en H20)
Compuesto Estado solido Disolucion 2
298 K 77 K 298 K 77 K
Aem/nm  t/ps D | Aem/nm T/ us Aem / NM dem/nm T/ US
la 490 20.1 0.48 500 70.0 474p 475 38.8
1b 473 40.6 0.62 477 52.2 4620 462 49.0
2a 477 114 0.23 474 12.0 400, 475" 475 41.0
2b 465 176 043 460 24.1 388, 460° 458 39.0
3a 481 9.5 0.02 483 25.6 397, 478" 475 41.0
3b 472 8.0 0.02 468 34.2 393, 462° 459 41.0
4a 482 11.3  0.08 482 28.0 473 35.0
4b 484 9.9 0.09 472 30.0 459 46.0

a 5x104 M, » emision débil

Tal y como se refleja en la Figura 1.18, los espectros de emision de los compuestos
1a y 1b no son dependientes de la concentracion en el rango comprendido de 1x102M a
5x10° M, ni a temperatura ambiente ni a 77 K, lo que excluye el fendmeno de agregacion

inducida por interacciones de tipo Pt--Pt o .
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Figura 1.18. Espectro en CH2CL: a diferentes concentraciones (a) de emisién de 1a a 298 K, (b) de
emision y excitacion de 1a a 77 K (kex =365 mn) y (c) de emision y excitaciéon normalizado de 1b

(kexc =365 mn)
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Tal y como se muestra en la Figura 1.19, los perfiles de emision de los compuestos
2y 3, en disolucion a temperatura ambiente se componen de una banda en la zona de
alta energia atribuida a fluorescencia (~400 nm, 2a y 3a; ~390 nm, 2b y 3b) y una banda
estructurada de baja energia atribuida a fosforescencia (475 nm, 2a; 478 nm, 3a; 460 nm,
2b; 462 nm, 3b); ésta tiltima visible también en el caso de los espectros de los precursores

1. (ver Tabla 1.2).
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Figura 1.19. Espectros de emisién normalizados a 298 K (a) de 1 (a,b), (b) de 2 (a,b), (b) de 3 (a,b)
en CH2Clz (Aex = 365 nm).

El estudio de las propiedades emisivas de estos compuestos realizado en vidrio
congelado a baja temperatura (77 K) muestra un incremento en la emisién de todos los
derivados; siendo los compuestos 2 y 3 fuertemente emisivos en estas condiciones. En
todos los casos, tinicamente se observa la emisién fosforescente, como una banda
estructurada en la zona de mas baja energia. Las bandas presentan los maximos de
emision entre 473-475 nm para los complejos de la seria a, con la ppy como grupo
ciclometalado (Figura 1.20a), y desplazadas al azul para la serie con dfppy 1b-4b (458-462
nm; Figura 1.20b y c).

Todos los compuestos presentan emisiones intensas de vida media larga (= 38 -
49 ps) con perfiles estructurados que muestran espaciados vibronicos en el rango de
1410-1565 cm™. Esta estructuracion es tipica de los modos de vibracion de los ligandos
ciclometalados, lo que indica su participacion en el estado emisivo.!3* 174 176, 186b, 195, 199
Todos estos resultados, apoyados con los célculos tedricos realizados sobre algunos de
estos compuestos, indican que las emisiones observadas se atribuyen a fosforescencia

centrada en el ligando (*IL) con una pequena contribucién del atomo de platino *MLCT),
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siendo L el ligando ciclometalado. Esto se observa en los espectros de las Figuras 1.20a
y b, enlos que la sustitucion del DMSO por fosfinas en los compuestos 2, 3 y 4 no provoca

variaciones significativas en los maximos de emision.

Por el contrario, tal y como se aprecia en los espectros de los compuestos 3ay 3b
en la Figura 1.20c, elegidos a modo de ejemplo, la incorporacion de atomos de fltor en
el grupo ciclometalado provoca un desplazamiento de la emision hacia el azul. Este
hecho se justifica, al igual que en los espectros de absorcidn, por la estabilizacion del
HOMO a causa de la sustitucion de los atomos de H en la ppy (serie a) por F en la dfppy

(serie b), incrementando el salto electronico entre los orbitales 7t-rt* del ligando.

a)

Intensidad de luminiscencia (u.a.)
Intensidad de luminiscencia (u.a.)

550 600 650

A(nm

Intensidad de luminiscencia (u.a.)

0.0

A(nm

Figura 1.20. Espectros de emision normalizados a 77 K (a) de 1 - 3 (a) (CH2CL) y 4a D20, (b) de 1
- 3 (b) (CH2ClLz) y 4b D20, (c) de 3 (ay b) en CHzCL (hex= 365 nm)

La desactivacion en disolucion de la emision (quenching) de los compuestos que
presentan fosfinas puede atribuirse a la facil desactivacion no radiativa a través de
relajaciéon vibracional e interacciones intermoleculares no covalentes, potenciada en los
complejos 2 - 4 por la naturaleza de los sustituyentes (-COOH, -GlyOMe, -SOsNa). Otro
factor al que se le puede atribuir la perdida de la emisién en estos compuestos es la
posible distorsion estructural en el centro Pt(I) desde una simetria D a una simetria D2a
ocasionada por la poblacion de estados excitados no emisivos centrados en el metal (d-
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d) o a posibles interacciones con el disolvente, las cuales conducen a reducir la eficiencia
de emisién en disolucion.!'”> 1% 200 Sin embargo, en los espectros medidos a bajas
temperaturas y medios rigidos, todas estas posibles vias de desactivacion se ven

atenuadas, por lo que se obtienen mejores eficiencias en la emision.

En linea con esto, todos los compuestos son altamente emisivos en estado sdlido
(Tabla 1.2 y Figura 1.21), mostrando perfiles estructurados anchos a 298 K y bandas
mejor resueltas al bajar la temperatura (77 K), que estan ligeramente desplazadas hacia
el rojo en relacién con las encontradas en vidrio congelado. Este desplazamiento
batocrémico no es un fendmeno extrafio en este tipo de compuestos y puede atribuirse
a la contribucion de formacion de excimeros por medio de interacciones

intermoleculares de tipo 71t en estado s6lido.!7 195196199
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Figura 1.21. Espectros de emisién normalizados en estado sdlido a 77 K (a) de 1- 4 (a), (b) de 1 -
4 (b)

Por otro lado, la presencia de dtomos de F en el grupo ciclometalado induce
mejores rendimientos cudnticos en los complejos 1y 2 (0.62 1b y 0.43 2b frente a 0.48 1a
y 0.23 2a). Sin embargo, la presencia de sustituyentes en las fosfinas provoca un
decaimiento en estos valores para los derivados con dpbGlyOMe (0.02 en 3a y 3b) y
TPPTS (0.08 4a); lo que indica que la presencia de sustituyentes amino o sulfonato en los

anillos aromaticos favorece las vias de desactivacion no radiativa.
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1.3.3 Calculos teoricos

Con el fin de explicar estas propiedades se han realizado calculos DFT (density
functional theory) y TD-DFT (time-dependent-DFT) del precursor 1b y los complejos 2a,
2b, 3a y 3b empleando el funcional B3LYP, con la base LaNL2DZ para el atomo mas
pesado Pt y la base 6-31G** para el resto de d&tomos. Se ha tenido en cuenta el efecto del

disolvente (CH2Cl2) con la aproximacion del modelo del continuo polarizable (PCM).

Los datos obtenidos de forma experimental, a partir del estudio de las estructuras
en estado sdlido por difraccion de rayos-X de cristal, y los datos calculados confirman la
validez del modelo tedrico elegido. Las longitudes y angulos de enlace de las estructuras
optimizadas y los valores correspondientes obtenidos a partir de XRD para 1b, 2a, 2b,
3a y 3b se recogen en la Tabla del Apéndice A.1.2. En la Figura 1.22 aparecen
representados los orbitales moleculares seleccionados, y en las Figuras A.1.3 a A.1.7 del
Apéndice aparecen representados los orbitales moleculares LUMO +3 a HOMO-3 junto
con la TablaA.1.3 en las que se recoge las contribuciones a los estados excitados mas

representativos.

Como se muestra en la Figura 1.22, el HOMO es bastante similar en todos los
complejos, localizandose en el anillo arilo del grupo ciclometalado y en el centro de Pt,
con una contribucion mayor del metal en los complejos con fosfinas (27-30% vs 22% en
1b). La contribucion del centro de platino en el orbital ocupado mas cercano al HOMO
(HOMO-1) es muy elevada, llegando a ser en el caso del compuesto 1b del 82%; ademas,
el ligando CsFs también tiene cierta contribucion en este orbital. Por su parte, en el caso
de los compuestos 1b, 3a y 3b, el LUMO se centra principalmente en el orbital 7* del
ligando C"N, mientras que en los complejos 2a y 2b, que presentan dpbH, la contribucion
se reparte entre la fosfina dpbH (anillo benzoico) y el respectivo grupo ciclometalado, ppy
para 2a o dfppy en 2b (con una menor contribucion de la fosfina dpbH en este tltimo). En
2a y 2b, el LUMO+1 tiene una composicion similar (C"N/dpbH), mientras que en los

complejos 3a y 3b, la contribucion se desplaza fundamentalmente a la fosfina.

88



1b

L+2
L+1

24
i~ L
3
& 37
g 4 4.19 4.33 4.20 433
4.40
-5 -
L H H H
0 = H-1 H-1 H-1
H H-2 H-2 H-2
7 H-1 y I
H-2 ),
- \, A wct '~
HOMO HOMO \
— v HOMO
r
2 % .\)\/ CI
= ~
. H-1 H1 ¢ L i
H1

Figura 1.22. Representacion esquematica de orbitales frontera de los compuestos 1b, 2a, 2b, 3a 'y

3b.

La tabla Al4 del Apéndice muestra los estados excitados calculados en
disolucion de CHzClz, con la fortaleza del oscilador y sus principales contribuciones. A
modo representativo, la Figura 1.23 muestra los espectros de absorcion experimentales
y los calculados en los compuestos 1b y 2a. En ambos casos aparecen bandas de baja
intensidad en la zona de baja energia del espectro (1b; 51339 nm, $:332, 2a; 51359 nm, S
352). En el caso de 1b, la mayor contribucion a estos estados Si2son transiciones desde
el HOMO u HOMO-1 a LUMO. Por ello, y teniendo en cuenta la naturaleza de estos
orbitales, esta banda puede atribuirse a una mezcla de transiciones de caracter
intraligando/metal-ligando ('IL/'MLCT). Transiciones similares estan implicadas en el
caso de los derivados dppGlyOMe 3a y 3b, pero debido a la mayor contribucion del CsFs

al HOMO-1, las absorciones se asignan a IL/'MLCT con cierta contribucién 'LLCT.
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El ligero desplazamiento batocromico observado experimentalmente al sustituir
el ligando DMSO en 1b por las fosfinas en 2b y 3b (véanse Figura 1.16a y Tabla 1.1)
concuerda con el obtenido en los célculos tedricos (calcd: ~350 nm, 2b y 3b, vs 338.6 nm,
1b) y podria atribuirse a la desestabilizacion ligeramente mayor que presentan los
HOMOs en relacion a los LUMOs. Por su parte, en los complejos que presentan la dpbH
(2a y 2b), las transiciones mds bajas en energia Si2 calculadas (HOMO —
LUMO/LUMOH+1 en 2a y HOMO-1/HOMO — LUMO en 2b) se deben principalmente a
una mezcla de transiciones de transferencia de carga metal-ligando tanto al grupo
ciclometalado como ala dpbH (['"M(L+L")CT], 'IL en 2a, y '"MLCT y 'LLCT (CeFs — dfppy)

en 2b).
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Figura 1.23. Espectros de absorcion calculados (barras) y experimentales de 1b y 2a en CH2Cl.

Con el fin de profundizar en las propiedades fotoluminiscentes de estos
compuestos, se han realizado calculos para obtener la distribucion de la densidad de
espin en los mismos, asi como las energias de las emisiones desde Ti, calculadas como la
diferencia de energia entre el estado triplete T: optimizado y el So (So — Ti; Figura 1.24)

en base a las geometrias optimizadas calculadas para estos estados.
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Figura 1.24. Representacién de los SOMO y SOMO-1 y del densidad de espin de los compuestos
1b, 2(a,b) y 3 (a,b).

Los resultados obtenidos revelan que, en el caso del compuesto 1b, la transicion
So — T1 desde el estado fundamental corresponde a una mezcla de excitaciones Pt —
dfppy e intraligando IL (dfppy), por lo que se asigna la emision como 3IL/AMLCT. Esto se
ve reafirmado por los estudios realizados en la optimizacion del estado triplete T1 de
mas baja energia. Los resultados revelan que la distribuciéon de la densidad de espin se
localiza en el ligando ciclometalado dfppy y el centro de Pt (11.7%). En contraste con estos
resultados, la presencia de la fosfina dpbH en los derivados 2a y 2b, provoca que la
distribucion se vea modificada. En estos compuestos tanto el grupo ciclometalado como
el anillo CsH4COOH del ligando dpbH contribuyen a la transicion So — Ti (HOMO —
LUMO/LUMO+1), explicando las propiedades emisivas como una mezcla de
transiciones intraligando IL (C”"N), junto con la transferencia de carga del metal a ambos
ligandos M(L+L)CT, de una forma analoga a sus propiedades de absorcion. Sin
embargo, la distribucién de densidad de espin en el estado optimizado Tj, asi como los
orbitales SOMO y SOMO-1 (Figura 1.24), de ambos derivados se parecen mucho alos de
1b, localizandose también en el correspondiente grupo ciclometalado C*N y el centro de
Pt. A la vista de estos resultados, las emisiones fosforescentes de estos derivados se

pueden atribuir también a una naturaleza *[L/AMLCT (ver tabla del Apéndice A.1.5).
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Los célculos realizados en los derivados 3a y 3b, en los que la fosfina se
funcionaliza con GlyOMe, revelan que el estado triplete T:1 calculado a partir de la
geometria del estado fundamental So tiene una contribucién mayoritaria (70%) de la
transicion HOMO — LUMO, asignandose asi a un caracter mixto MLCT (Pt — dfppy) e
IL (C"N). Las distribuciones de densidad de espin para los estados T: optimizados son
similares a las de 2a y 2b, lo que indica una influencia despreciable del sustituyente

GlyOMe en la energia de emision.

La energia de emision calculada refleja valores de longitudes de onda cercanos a
450 nm para los derivados con la dfppy (serie b) y 465 nm para los complejos con ppy (2a
y 3a; valores dados en la Figura 1.22). Todos estos valores se encuentran dentro de lo
esperado en comparacion con los obtenidos de forma experimental, tanto en disolucién

como en medios rigidos.
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1.4 Estudios bioldgicos

Como ya se ha comentado en la introduccion de este capitulo, algunos complejos
ciclometalados de Pt(Il), incluyendo el precursor 1a de este capitulo,' ya han mostrado
propiedades antiproliferativas de interés.33a 134 145b, 145d, 145h, 130, 151c, 166a, 165, 170, 185,201 Por ello, la
principal finalidad por la que se ha preparado esta nueva familia de compuestos es la de

su posible aplicacion como agentes antineopldasicos.

En todos los casos, los compuestos se disolvieron previamente en DMSO en
concentraciones 8 mM (4a y 4b se disolvieron en H20 en concentracion 16 mM) para
comprobar por RMN que todos ellos permanecen estables, al menos, durante una
semana en este medio. En la Figura 1.25b se muestra el espectro de RMN de 'H del
compuesto 3a como ejemplo de que, en todos los casos, los espectros se mantuvieron sin
cambios durante ese tiempo. Ademas, con el fin de profundizar si el medio bioldgico en
el que se preparan las muestras que se afiaden a las células podia generar reacciones
secundarias con los compuestos, se decidid monitorizar su estabilidad en disoluciones
de 8mM en DMSO con medio de cultivo, en condiciones similares a las que se dan en
estos estudios. Como se muestra en la Figura 1.25a, los espectros de absorcion no

muestran ningin cambio a lo largo de 92 horas.

RMN *H de 3a en DMSO-d®

a) b) i

—__-i» RMN H de 3a en DMSO-d¢
t=1semana

Absorbancia (u.a.)

T T T T T
250 300 350 400 450

93 92 91 99 B9 B8 87 86 85 84 83 82 81 80 ,zs[ ?.JB 77 7.6 75 74 7.3 72 71 70 69 68 67 66 65 64
1 {pprn

Figura 1.25. a) Espectro de absorciéon UV-Visible de 3a en DMSO (8mM) empleando medio
bioldgico RPMI a tiempo 0 hasta 92 horas. b) Espectros de RMN 'H de 3a en DMSO-d6, a tiempo

0 y pasada una semana.
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1.4.1 Actividad bioldgica e indice de selectividad (ensayo MTS):

La realizaciéon de los ensayos bioldgicos para los compuestos 1 - 4 se ha
desarrollado empleando dos lineas celulares tumorales diferentes, A549 (derivada de un
adenocarcinoma alveolar de células epiteliales basales de pulmon, aisladas por primera
vez en 1972) y HeLa (derivada de un carcinoma epitelial de cérvix, aislada en 1951 de un
cancer de utero de la paciente Henrietta Lacks). Ambas lineas fueron cultivadas
empleando métodos estandar recomendados por la ATCC (American Type Culture
Collection), empleando para ello medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bobino
(FBS) al 10%, L-glutamina 2.0 uM, penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL).
Todos los cultivos se mantuvieron en incubador en condiciones de 95% de humedad, 5%
de CO: y 37C°. Ademads, a modo de comparaciéon se utilizaron células NL-20 no

tumorales para evaluar su selectividad.

Para estudiar estos derivados como agentes antitumorales se ha empleado el
ensayo MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium). El ensayo se realiza en placas de 96 pocillos durante un
periodo de incubacion de los compuestos en las células de 72 horas. Pasado este tiempo,
se aniaden 20 pL de MTS incubdndose durante 1 hora. Los resultados se obtienen a partir
de la medida de la densidad optica a 590 nm. Finalmente, los valores de citotoxicidad se
obtienen a partir de la representacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular
frente al log[C], empleando para ello el programa GraphPad Prismv6.0. Estos valores
hacen referencia a la dosis requerida para inhibir el 50% del crecimiento celular tras 72

horas de exposicion del compuesto a las células (Figura A.1.8).

La actividad citotoxica de cada compuesto se refleja en la Tabla 1.3 y una
ilustracion de esos datos puede verse en la Figura 1.26. Los compuestos que presentan
valores de citotoxicidad mas elevados (ICso mas bajos) son los que presentan en su
estructura la fosfina dpbH, llegando a ser tanto o mas citotoxicos que el cisplatino para
estas lineas celulares. Como era de esperar por los antecedentes estudiados, los
precursores con DMSO (1a y 1b) mostraron cierta citotoxicidad, aunque valores tres
veces menos toxicos que los obtenidos para los compuestos 2. Por tltimo, la sustituciéon

de DMSO por fosfinas no siempre incrementa la citotoxicidad de los compuestos, como
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es el caso de la incorporacion del ligando GlyOMe a la dpbH en los derivados 3ay 3b o
del empleo de la fosfina TPPTS en 4a y 4b. El ensayo de MTS revela que no son
citotoxicos (3a, 3b y 4a) o lo son muy levemente (4b). Por su parte, los valores ICso de los
compuestos 1la y 1b resultaron similares en ambas lineas celulares tumorales. Sin
embargo, los complejos 2a, 2b y 4b y el cisplatino mostraron cierta selectividad por la
linea celular A549. La actividad citotdxica que esta familia de compuestos ha mostrado
para la linea celular no tumoral NL-20 revela un mayor efecto sobre esta linea que sobre
las tumorales A549 o HeLa, lo que se refleja en los indices de selectividad inferiores a 1.

Tabla 1.3. Valores de citotoxicidad ICso (M) e Indice de Selectividad de los compuestos 1 - 4 en
las lineas celulares humanas A549, HeLa y NL-20, comparadas con el cisplatino

ICsn SIv Intensidad de
Compuesto fluorescenciae
A549 HeLa NL-20 A549 Hela| A549 Hela
la 18.92 + 0.36¢ 20.50+1.61  9.03+0.29¢ | 0.48 044 | ++++  ++++
1b 13.91+1.20 16.98+0.82  11.32+0.72 | 0.81  0.67 + +
2a 6.07 £0.37 20.29+2.10 436+023 | 072 0.21 + ++
2b 6.98 +0.99 12.45+2.50 3.89+0.09 | 056 0.31 + +
3a >100 - + +
3b >100 - + +/-
4a >100 - - - - - -
4b 93.95+9.30 150.70£3.69  56.02+6.16 | 0.60  0.37 - -
cisplatino 6.45 +30.47¢ 13.60+0.99¢  2.83+0.36c | 044 0.21 - -

a valores de ICso se representan como la media # el error calculado para tres experimentos
diferentes. b Indice de selectividad (SI): ICs en células no tumorales NL-20/ ICs en células
cancerigenas (A549 O HeLa)22 ¢ De la referencia.’3* 4De la referencia 1 ¢ La intensidad se clasifica
de forma cualitativa con la escala — sin fluorescencia, + fluorescencia débil, ++ fluorescencia media,
++++fluorescencia muy intensa, en referencia a la clasificacion de trabajos anteriores!ss

1Cs,
100 -
T
60 -
40 I
20 -
N ~° W a° i P w® ®° 0,3‘

WA549 WHela M NL-20
Figura 1.26. Valores de citotoxicidad ICso (uM) de los compuestos 1 -4 (a,b) en las lineas celulares
humanas A549, HeLa y NL-20, comparadas con el cisplatino.
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Como se ha comentado en la introduccidon, se han publicado estudios que
abordan el potencial como agentes antitumorales de complejos de Pt(II)
ciclometalados!¥>c 144,203 y que presentan en su estructura DMSO, como en el caso del
derivado 1a.'* En la bibliografia existen también diversos ejemplos sobre el efecto que
tiene la incorporacion de fosfinas funcionalizadas en derivados de Pt mostrando
prometedores resultados en la citotoxicidad.!#> 186 En linea con estos estudios, la
sustitucion del DMSO en 1ay 1b por la fosfina dpbH bioldgicamente compatible en 2a 'y
2b incrementd la citotoxicidad. Sin embargo, la sustitucion del grupo acido por la
GlyOMe en 3a'y 3b o la incorporacion de tres sulfatos en 4a y 4b reduce la citotoxicidad.
La falta de citotoxicidad de 3a y 3b podria atribuirse a su baja solubilidad en el medio
bioldgico, y en el caso de 4ay 4b, a su notable carga negativa asociada a la coordinacién

de fosfina iénica TPPTS, que dificulta su captacion por las células.!%% 204

En general, los resultados obtenidos revelan que los compuestos con el grupo
ciclometalado difluorofenilpiridina, dfppy (serie b) son ligeramente mas citotoxicos que
los homologos con ppy (serie a). Otras publicaciones anteriores confirman esta tendencia
y explican que este incremento en la citotoxicidad puede ser debida a que la formacion
de enlaces C-F en fdrmacos facilita su bio-absorcién y, por tanto, su eficacia y

selectividad.2%

Cabe destacar la fuerte diferencia que se aprecia al comparar las curvas de ICso
de los compuestos citotoxicos (1a, 1b, 2a, 2b y 4b) con la obtenida por el cisplatino,
empleado como referencia (ver Apéndice), siendo en todos los casos mucho mas
pronunciadas que para este. 13 1% Esta homogeneidad en los resultados puede sugerir
una respuesta similar de las células hacia estos compuestos, que a su vez difiere de la
obtenida para el cisplatino, lo que puede implicar mecanismos de accion diferentes a los

que sigue este fAarmaco.?°

De acuerdo con la evaluacién del ICs, todos los compuestos citotdxicos (1a, 1b,
2a, 2b y 4b), incluido el cisplatino, presentan indices de selectividad inferiores a 1 en
comparacion con la linea no tumoral NL-20 (Tabla 1.3). Entre todos los compuestos, el
SI mas bajo lo mostraron el cisplatino y 2a. Ademas, la selectividad fue mejor en la linea

celular HeLa que en A549. En general, se asume que a partir de indices de selectividad
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inferiores a 2 los compuestos presentan toxicidad general.?”” Sin embargo, se han descrito
valores mas bajos de selectividad para el cisplatino y otros derivados de platino
estructuralmente similares, o para otros complejos organometdlicos, todos ellos
considerados citotdxicos frente a las lineas tumorales A549 y Hela; aunque su
selectividad no ha sido comparada frente a células NL-20, sino frente a otras lineas

celulares no tumorales.208

1.4.2 Interaccion de los compuestos con el ADN

Como se ha adelantado en la introduccién, la mayoria de fdrmacos aprobados
para su empleo como agentes quimioterdpicos deben su efecto a la formacion de enlaces
covalentes fuertes con bases nitrogenadas de moléculas de ADN (Figura 1.17) o a su
intercalacion en el ADN, en funcién de los ligandos auxiliares empleados,'>" 5#2% o a la

formacién de agregados.?'?

Asi pues, se han llevado a cabo los estudios de electroforesis en gel de agarosa
para comprobar si, en el caso de los compuestos 1 — 3, el mecanismo de accion puede
pasar por la interacciéon con el ADN. Para ello se ha empleado el plasmido (pBR322) y
las mismas concentraciones y condiciones que las usadas para el cisplatino, que se toma

como referencia a fin de poder establecer una comparacion estandarizada.

Como ya se ha observado en multiples estudios, una confirmacion de la
interaccion entre el complejo a estudiar y el ADN se basa en los cambios en la movilidad
electroforética de las dos formas principales en las que puede encontrarse el ADN
plasmidico pBR322. Estas formas son la superenrollada (CCC, “covalently closed
circular”) y la relajada (OC “open circular”). En el caso particular del cisplatino, su union
al ADN plasmidico provoca un desplazamiento electroforético, aumentando la
movilidad dela forma OC en detrimento de la CCC.?!! Tal y como se aprecia en la Figura
1.27, la movilidad electroforética en el gel de ambas formas de ADN al ser expuesto a
concentraciones molares crecientes de cisplatino (0.25 a 4.0) concuerda con los resultados
obtenidos de publicaciones anteriores,?? retardando la movilidad electroforética de las

forma plasmidica CCC y aumentando la OC.
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Figura 1.27. Imagenes de electroforesis de la movilidad del plasmido pBR322 en presencia del

cisplatino en concentraciones molares crecientes.

Como se muestra en la Figura 1.28, no se observaron cambios en la movilidad
electroforética tras el tratamiento del ADN para ninguno de nuestros complejos en las
mismas condiciones; lo que indica que estos compuestos no reaccionan con el ADN o no
alteran la movilidad del ADN en geles de agarosa. Recientemente, se ha observado un
hecho similar para un complejo ciclometalado catiénico con un ligando iminofosforano
altamente citotoxico, [Pt(2-CsHsC(O)N=PPhs)COD]PFs, para el que se sugirio un modo
de accion diferente al del cisplatino.?''<2® De hecho, se ha demostrado que, a diferencia
del cisplatino, existen otros farmacos anticancerigenos derivados del platino que forman
uniones covalentes monofuncionales, en lugar de bifuncionales, con el ADN que no
desenrollan la superhélice y, en consecuencia, no alteran su movilidad electroforética.?'
En esta misma linea, las interacciones mas débiles con los surcos menores o las
interacciones electrostaticas con moléculas o complejos provocan pequenas

perturbaciones que tampoco afectan en gran medida a la movilidad electroforética.?'3

Curiosamente, si que se observo una reduccion de la intensidad de la tincion de
la banda CCC tras el tratamiento con 1a (Figura 1.28). Incluso a la concentraciéon mas
baja de 1a, la banda de la forma superenrollada disminuye notablemente en relaciéon con
la que presenta el ADN sin tratar con el compuesto. Este hecho se intensifica a medida
que aumentamos la concentracion del compuesto pero que no ocurre ni en la referencia,
ni en el resto de complejos. Entre otras razones, esta disminucion en la intensidad de la

banda podria deberse a la precipitacion del ADN inducida por 1a.
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Figura 1.28. Ensayo de la movilidad del plasmido pBR322 mediante electroforesis para el

ocC

CcccC

cisplatino y los compuestos 1(a, b), 2(a, b) y 3b, empleando los marcadores moleculares de ADN
AHindlIIl. Los ntimeros hacen referencia a los ratios de incremento entre pares de bases (bp, del
inglés base pairs), OC (del inglés open circular, forma relajada), CCC (del inglés covalently closed

circular, forma superenrollada)?!ic

1.4.3 Localizacion Intracelular

En base a las emisiones fosforescentes que presentan los compuestos 1 -3 tras ser
fotoexcitados, se ha estudiado su localizacion intracelular en células vivas (in vitro)
mediante microscopia de fluorescencia. Para ello, los compuestos se incubaron en
concentraciones de 20 uM, en combinacion con el marcador de ADN Hoechst 33342 (3,2
uM), en células de las lineas A549 y HeLa durante 1 h. La preparacion de las muestras
con células vivas se monitorizé con un microscopio de fluorescencia y se realizaron
pruebas para determinar el nivel de autofluorescencia basal en ambas lineas celulares

incubandolas para ello tinicamente con el Hoechst.'* 18

Las imagenes que aparecen en las Figuras 1.29 y 1.30 se obtienen mediante
superposicion de imagenes obtenidas de forma alternativa usando diferentes canales de
visualizacion, entre los que se encuentra el canal Nomarski, (DIC del inglés, differencial

interference contrast microscopy), el canal azul en el que se visualiza la tinciéon con el
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Hoechst del ADN nuclear y el canal verde para la emision fluorescente de los
compuestos. De esta manera conseguimos una imagen del lugar en el que se localiza la
fluorescencia generada a nivel subcelular por los compuestos al ser excitados. A modo
de ejemplo en la Figura 1.29 se muestran las imagenes obtenidas de los tres canales
empleados y la union de todos ellos para el compuesto 1la en células HeLa. Su
localizacion en células A549 fue descrita en un trabajo anterior por nuestro grupo de
investigacion.' El complejo 1a se acumula en el citoplasma de las células HeLa con un
patron granular que se intensifica mds en la zona perinuclear (flechas blancas) y de forma

menos intensa en el nucleo (flechas amarillas).

Nomarski Green channel (1a)

Blue channel (Hoechst) Merge
- 7

Figura 1.29. a) Imagenes de microscopia de células vivas HeLa con el precursor 1a (barra de
escala: 15 um). Las células se visualizaron mediante microscopia Nomarski (transmision de luz

blanca) o de fluorescencia de 1a (canal verde) y Hoerchst (canal azul).

El conjunto de imagenes obtenidas de los derivados 2y 3 (ay b) y del precursor
1b se recogen en la Figura 1.30 y la intensidad fluorescente intracelular relativa de todos
los complejos se resume en la Tabla 1.3. Empleando concentraciones de 20 uM, todos
los complejos 1 — 3 se internalizan con éxito en células vivas y se distribuyen en el
citoplasma. De acuerdo con sus perfiles de emision su internalizacion celular se visualiza
facilmente en el canal verde. Ninguno de los compuestos se visualiza en el canal azul,
region espectral en la que se ve el ADN nuclear marcado con el Hoerchst 33342 (visible
a hem= 461 nm). 2> Los compuestos se observan en la zona perinuclear, donde la emision
es de mayor intensidad, lo que indica una mayor concentracion de los mismos en esa
zona de la célula. Un hecho similar ya ha sido descrito en articulos en los que se estudia
la localizacion de complejos de Pt(Il) ciclometalados luminiscentes en células

cancerigenas, que ademas presentaban actividades citotdxicas en las mismas. %2
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HelLa

Green channel Green channel

Figura 1.30. b) Imagenes de microscopia de las células A549 y HeLa con los compuestos 1b, 2(a,b)
y 3(a,b). Las células fueron visualizadas mediante fluorescencia con el filtro del canal verde para
visualizar la emision de los compuestos y con filtro en el canal azul para mostrar la emision del
Hoerchst unido al ADN nuclear (no mostrado) o Nomarski (transmision de luz blanca, no
mostrada). Superposiciones de verde, magenta (pseudocolor para emisién azul, puntas de flecha

rojas), y las imagenes de Nomarski se muestran en los paneles de la derecha (Barra de escala: 15

pm).

El precursor 1a (Figura 1.29a), como ya hemos comentado, se localiza en la zona
perinuclear del citoplasma y al igual que se observd con células A549 y NL-20% se
observa también su localizacion en el nicleo en células HeLa. Este compuesto muestra
la emisién mas intensa, en comparacién al resto de compuestos que integran este
capitulo, tal y como se ve en la Tabla 1.4. Este hecho podria explicarse debido a un
aumento de la emision provocado por interacciones con el entorno de las moléculas.
Estudios publicados anteriormente hacen referencia a que la presencia de DMSO facilita

la entrada del cisplatino al interior de la célula, incrementando su permeabilidad.?” Es
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posible que, en el caso del precursor 1a, la presencia del ligando 14bil de DMSO en su
estructura ayude a su internalizacion citoplasmatica y nuclear, como se sugirié
previamente para este y otros compuestos similares.!* Sin embargo, es curioso que en el
caso del compuesto andlogo de la serie b (1b) no se observe dicho fendmeno de
localizacion en el nticleo. En general, al menos en el caso de células HeLa, se observa una
menor intensidad en la emisidon citoplasmatica de los derivados 1b, 2b y 3b en

comparacion con sus analogos 1ay 3a (Tabla 1.3 y Figura 1.30).

La gran acumulacién de los complejos 1b, 2a, 2b, 3a y 3b en el citoplasma, y su
nula presencia en el nucleo, sugiere que la interaccion de estos compuestos con el ADN
es nula o muy limitada y, por lo tanto, que el dafio que puede sufrir el ADN es
despreciable en comparacion con la accidon que ejerce el cisplatino en las células. Por ello,
la actividad citotoxica que presentan los compuestos 1, 2 y 4b podria deberse a
mecanismos de accién alternativos que impliquen dianas moleculares fuera del nucleo,
como las que se han descrito tanto para el cisplatino como para otros derivados de Pt(II),

entre los que se incluyen la organizacion y distribucidon defectuosa del citoesqueleto. 46>

186b, 206¢, 218

1.4.4 Efectos en la desestabilizacion de los microtitbulos: tratamiento celular,

inmunocitoguimica y microscopia confocal

Estudios previos han puesto de manifiesto el poder anti-angiogénico que
presentan los compuestos cicloplatinados plano-cuadrados.!44 18,205 Por este motivo, y
descartado el mecanismo de accion que implica la interaccion de los complejos con el
ADN localizado en el nucleo celular, se ha evaluado la capacidad de estos compuestos
de actuar alterando la formacion del citoesqueleto como mecanismo alternativo de

accion para explicar su citotoxicidad.

Existen algunos farmacos, aprobados a nivel mundial, cuyo mecanismo de accion
se basa en la inhibiciéon del huso mitdtico. Estos farmacos actian interfiriendo con la
formacion de algunos de los componentes esenciales del citoesqueleto, imprescindibles
para la correcta division celular. De esta manera, los inhibidores de la polimerizacion de
la tubulina (subunidades proteicas que forman los microtibulos) actiian
desestabilizando y desintegrando las fibras del huso mitdtico que participan en la
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separacion de los cromosomas recién replicados en las dos células recién formadas. De
este modo, actian frenando el proceso de division durante la mitosis temprana del ciclo

celular, desencadenando la desorganizacion celular y finalmente su muerte.

Dado que los agentes dirigidos a los microtiibulos son antimitéticos, muchos de
ellos se han empleado en tratamientos contra el cancer como es el caso de la Vinblastina,
el Paclitaxel o taxol y el Nocodazol (Figura 1.31).2*° En el caso concreto del Nocodazol,
su union a la pB-tubulina impide la formacion de puentes disulfuro y su posterior
oligomerizacion, provocando la degradacion del huso mitdtico y la fragmentacion del
aparato del Golgi. En la Figura 1.31 se muestra el efecto que tiene en las lineas celulares
A549 y HeLa. En ambos casos, a las 6 horas, se produce la despolimerizacion completa

de la tubulina, siendo incluso mas rapido en el caso de A549 (30 minutos).

a) e b) HeLa A549

Tubulina Merged Tubulina Merged

.

Nocodazol ©

NT

30 min

6h

Figura 1.31. Efecto del farmaco Nocodazol actuando como despolimerizador del huso mitético.

Proceso de despolimerizacién en células HeLa y A549.

En base a los valores de citotoxicidad obtenidos para esta familia de compuestos,
se ha elegido el que presentd mayor potencial antineoplasico para evaluar su capacidad
de desestabilizar la polimerizacion de la tubulina, el compuesto 2b. Este estudio se ha
realizado mediante la inmuno-tincion de los microtibulos con el anticuerpo primario
monoclonal de ratén (anti- -tubulina), el anticuerpo secundario anti-mouse Cy3 de
cabra y un intercalador del ADN (DAP], 4’,6-diamino-2-fenilindol). El analisis del efecto
causado por este compuesto en la morfologia del citoesqueleto se ha evaluado tanto en
A549 como en HeLa y se ha empleado como control positivo el Nocodazol y células sin

tratar como control negativo. 86t 220
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Como referencia y de forma ilustrativa, en la Figura 1.32 se muestra el proceso
de despolimerizacion de la tubulina a causa de su interaccion con el Nocodazol. En las
imagenes aparecen diferentes fases del proceso en las que se aprecia como la morfologia
rectilinea de los microtiibulos empieza a desorganizarse y romperse hasta llegar a

despolimerizarse por completo.

Rectos Desorganizados Rotos Despolimerizados Restos (ADN)

Figura 1.32. Imagenes del microscopio confocal con las posibles conformaciones de los

Tubulina

Tubulina / Actina
/ DAPI

microtibulos causadas por su interaccion con el Nocodazol. En la parte superior aparecen las
celulas marcadas en las que se ve la Tubulina en rojo. Abajo se observan las mismas imagenes
superpuestas con las contratinciones de filamentos de actina (verde) y DAPI (azul) que se
intercala en el ADN. El ultimo panel de abajo a la izquierda muestra tinicamente tincion con

DAP]I, probablemente correspondientes a restos de DNA.

Ambas lineas celulares mostraron repuesta ante la presencia del control positivo
del Nocodazol y la despolimerizacion de los microtibulos fue inducida facilmente,
siendo mayor el efecto en A549, tal y como aparece en la Figura 1.33. Los efectos del
Nocodazol empezaron a notarse en tal solo 30 minutos de exposicion, tiempo en el que
se produjo la desorganizacion y despolimerizacion completas de los microtubulos,
generando células mas redondeadas, tal y como se habia expuesto en articulos
anteriores. 8¢ 221 En el caso de las células Hela, fueron necesarias de 2 a 6 horas de
incubacion para observar efectos similares a los obtenidos con A549.15 20 Como se
aprecia en la Figura 1.33, un efecto similar se observa en la morfologia celular y
organizacion de la microtubulina de las células tratadas con el compuesto 2b. En este
caso, las células A549 se vieron mas afectadas (en 30 minutos se observa

desorganizacion) por la presencia del compuesto que las células de Hela, lo que
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concuerda con sus respectivos valores de ICso y con la sensibilidad que presentan estas
células con el Nocodazol. Este efecto se ve intensificado a mayores tiempos de
incubacién, provocando una mayor despolimerizacion y un aplanamiento de la
morfologia celular a las 2 horas; asi como una elevada presencia de nuicleos picnoticos al

aumentar el tiempo de exposicion al compuesto.

A549 HelLa

2b Nocodazole Non-treated Nocodazole Non-treated

Figura 1.33. Estudio del efecto de desestabilizacion de los microtiibulos por el tratamiento de las
células A549 y HeLa con el complejo 2b. Imagenes representativas de microscopia confocal de las
células tratadas con el compuesto 2b, con Nocodazol como control positivo y sin tratar como
control negativo. Las imagenes a dos colores de las células marcadas con el anticuerpo anti 3-
tubulina (microtabulos en rojo) y con DAPI (ADN nuclear en azul). Las células no tratadas
muestran formas fusiformes con microtiibulos dispuestos en paralelo bajo la membrana celular
(marcados con flechas blancas) y en filopodios salientes (flechas amarillas), mientras que el
Nocodazol desorganiza (puntas de flecha) y despolimeriza (asteriscos) los microtiibulos,
generando células redondeadas después de 30 min en la linea celular A549 y en fases posteriores
en HelLa. El tratamiento de las células A549 con el complejo 2b provoca la desorganizacion de los
microtibulos en menor medida que el Nocodazol. No obstante, tras 2 h de tratamiento, los
microtubulos casi desaparecen siendo visibles tinicamente los nticleos. El efecto del complejo
sobre la desorganizacion de los microttibulos en las células HeLa es menos eficaz que en las A549.
Se observan células HelLa con desorganizacion de microtibulos tras 30 min de tratamiento,

alcanzando altos niveles de despolimerizacion tras 2 h (asteriscos). Barras de escala: 10 pm.
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Como ya se ha comentado, en el caso de la linea celular HelLa, la actividad
despolimerizadora del complejo 2b es menos pronunciada que en A549, y la tubulina
seguia presente tras 24 horas de exposicion (datos no mostrados en la Figura). Si que se
observaron cambios sutiles en la organizacion de los microttbulos y ligeras variaciones
en la morfologia celular, con aplanamientos tras 30 minutos de exposicion al compuesto
que van acentudndose con tiempos de exposicion mayores (2-6 h). Teniendo estos
resultados en mente, no se puede confirmar que el efecto de desestabilizacion de los
microtiibulos sea la tnica causa de su accion citotdxica o, incluso, que pueda ser una
consecuencia directa. Aunque existen muchos motivos que hacen pensar que la
actividad de este compuesto pasa por este mecanismo; entre ellos su rapida accion, su
similitud con la accidon del Nocodazol y su mayor efecto en la linea celular A549, en
concordancia con los valores de los ICso. Por todo ello, seria interesante realizar estudios
adicionales en un futuro, para confirmar los mecanismos de accién celulares que
controlan la actividad citotdxica del compuesto 2b y los derivados similares que

conforman esta familia.

Figura 1.34. Representacion grafica del efecto que tiene el compuesto 2b, sobre la

despolimerizacion de los microtibulos.

Hasta el momento, los estudios sobre la accién que ejerce el cisplatino sobre el
citoesqueleto y sus componentes son muy limitados; aunque si que se han publicado

numerosos articulos sobre derivados suyos que son capaces de unirse, desorganizar y
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alterar los niveles de expresion de varias proteinas del citoesqueleto.?’® Un buen ejemplo
de ello es el del compuesto dicloroplatinado con un ligando 4a-O-(2",3"-
diaminopropanoil) podofilotoxina, que ha demostrado poseer la capacidad de frenar el
ciclo celular en la fase G2/M mediante la inhibicién de la formacién de microtibulos en
células HeLa.?® Asimismo, se ha revelado que complejos N,N-dimetil-1-(2-
aril)metanamina-x2C2,N-ciclometalados de tipo [Pt(C*"N)CI(DMSO)] inhiben la
polimerizacidon de la tubulina y promueven la degeneracion de la organizacion del

citoesqueleto en células de melanoma 518A2.2%
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Tabla A.1.1. Distancias de enlace (A) y angulos (°) para 1b, 2a-3.25CH:Cl> y 3b-2CH2Cl>-H>0

—

1b

Distancias (A)

Angulos(°)

Pt(1)-N(1) 2.090(3) C(12)-Pt(1)-Cipso(CeFs) | 91.6(1)
Pt(1)-C(12) 2.017(3) C(12)-Pt(1)-N(1) 80.2(1)
Pt-Cipso(CsFs) 2.028(3) Cipso(CeF5)-Pt(1)-5(1) 88.78(8)
Pt-S(1) 2.3114(7) N(1)-Pt-S(1) 99.47(8)
O(1)-5(1) 1.481(3) O(1)-5(1)-Pt(1) 120.3(1)
S(1)-C(19) 1.780(4)
S(1)-C(20) 1.780(4)
2a-3.25CH2Cl

Distancias (A) Angulos(°)
Pt(1)-N(1) 2.104(6) C(12)-Pt(1)-Cipso(CeFs) | 91.0(3)
Pt(1)-C(12) 2.043(7) C(12)-Pt(1)-N(1) 80.9(3)
Pt-Cipso(CeFs) 2.014(7) Cipso(C6F5)-Pt(1)-P(1) 89.7(2)
Pt-P(1) 2.335(2) N(1)-Pt-P(1) 98.6(2)
C(28)-C(31) 1.498(12) C(28)-C(31)-0O(1) 114.7(9)
C(31)-O(1) 1.290(11) C(28)-C(31)-O(2) 120.3(8)
C(31)-0(2) 1.234(11) O(1)-C(31)-0(2) 125.0(8)

3b-2CH:Cl>-H20
Distancias (A) Angulos(°)
Pt(1)-N(1) 2.093(4) C(12)-Pt(1)-Cipso(CeFs) | 91.7(2)
Pt(1)-C(12) 2.024(6) C(12)-Pt(1)-N(1) 79.9(2)
Pt-Cipso(CsFs) 2.002(6) Cipso(CeFs)-Pt(1)-P(1) 90.1(2)
Pt-P(1) 2.327(2) N(1)-Pt-P(1) 98.3(1)
C(22)-C(25) 1.502(8) C(22)-C(25)-0(1) 121.0(6)
C(25)-0(1) 1.225(6) N(2)-C(25)-O(1) 121.5(6)
C(25)-N(2) 1.336(8) 0(2)-C(27)-0(3) 123.9(8)
C(26)-N(2) 1.439(8) C(26)-C(27)-0(2) 126.6(7)
C(26)-C(27) 1.521(11) C(26)-C(27)-O(3) 109.5(7)
C(27)-0(2) 1.201(9)
C(27)-O(3) 1.347(9)
C(28)-O(3) 1.415(9)
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Tabla A1.2. Geometrias optimizadas por calculos DFT en los estados fundamental y triplete de
los compuestos 1b, 2a, 2b, 3a y 3b en CH2Cl2

1b
Rayos-X So T:
Pt-N 2.090(3) 2.136 2.099
Pt-S 2.3114(7) 2.481 2.492
Pt-Ceiclomet 2.017(3) 2.0142 1.991
Pt-Cecers 2.028(3) 2.038 2.047
N-Pt-S 99.47(8) 97.97 97.330
Ciclomet-Pt-N 80.2(1) 79.98 81.029
Ccsrs-Pt-Ceiclomet 91.6(1) 93.39 93.157
S-Pt-Ccsrs 88.78(8) 88.75 88.600
2a
Rayos-X So Ta
Pt-N 2.104(6) 2.167 2.124
Pt-P 2.335(2) 2.438 2.465
Pt-Ccsrs 2.014(7) 2.027 2.039
Pt-Ceiclomet 2.043(7) 2.043 2.007
N-Pt-P 98.6(2) 98.39 97.626
P-Pt-Ccsrs 89.7(2) 89.92 89.535
Ccsrs5-Pt-Ceiclomet 91.0(3) 92.31 92.040
Ceiclomet-Pt-N 80.9(3) 79.35 80.805
2b
Rayos-X So T1
Pt-N - 2.161 2.118
Pt-P - 2.440 2.450
Pt-Cocsrs - 2.028 2.038
Pt-Ceiclomet - 2.040 2.015
N-Pt-P - 98.58 98.05
P-Pt-Ccsrs - 89.65 89.39
Cocsrs-Pt-Ceiclomet - 92.53 92.19
Ciclomet-Pt-N(1) - 79.26 80.39
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| —————— T
3a
Rayos-X So T:

Pt-N - 2.168 2.126
Pt-P - 2.444 2.465
Pt-Cocsrs - 2.027 2.038
Pt-Ceiclomet - 2.044 2.008
N-Pt-P - 98.06 97.37
P-Pt-Ccsrs - 90.52 89.97
Cesrs-Pt-Ceiclomet - 92.10 91.95
Ciclomet-Pt-N - 79.33 80.73

3a

Rayos-X So Ta

Pt-N 2.093(4) 2.162 2.119
Pt-P 2.327(2) 2.442 2.451
Pt-Ccsrs 2.002(6) 2.027 2.038
Pt-Ceiclomet 2.024(6) 2.041 2.016
N-Pt-P 98.3(1) 98.58 97.98
P-Pt-Ccsrs 90.1(2) 89.92 89.66
Ccsrs-Pt-Ceiclomet 91.7(2) 92.28 92.00
Ceiclomet-Pt-N 79.9(2) 79.25 80.39
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Figura A.1.3. Orbitales Moleculares frontera de 1b para el estado fundamental
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Figura A.1.4. Orbitales Moleculares frontera de 2a para el estado fundamental
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Figura A.1.5. Orbitales Moleculares frontera de 2b para el estado fundamental
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Figura A.1.6. Orbitales Moleculares frontera de 3a para el estado fundamental
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LUMO +1 LUMO +2 LUMO +3

HOMO -1 HOMO -2 HOMO -3

Figura A.1.7. Orbitales Moleculares frontera de 3b para el estado fundamental
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Tabla A.1.3. Composicion (%) de los Orbitales Frontera MOs en términos de ligandos y metales
en el estado fundamental de 1b, 2a, 2b, 3a y 3b en CH2Cl2.

1b
MO eV dFppy CsFs DMSO Pt
LUMO+3  -0.48 65 3 12 20
LUMO+2  -0.66 22 34 10 34
LUMO+1  -0.99 99 0 0 1
LUMO -1.81 920 1 2 8
HOMO -6.21 77 1 22
HOMO-1  -6.39 6 11 1 82
HOMO-2 -6.46 4 67 3 27
HOMO-3  -6.56 71 13 1 15
HOMO-4 -6.64 9 88 0 3
2a
MO eV ppy Ce¢Fs PPh. PhCO:H Pt
LUMO+3 -1.04 94 0 4 1 1
LUMO+2 -1.11 2 0 92 6 0
LUMO+1 -1.68 49 1 3 43 4
LUMO -1.73 42 1 5 48 5
HOMO -5.92 69 0 2 0 29
HOMO-1 -6.06 10 29 3 0 58
HOMO-2 -6.16 1 46 2 1 50
HOMO-3 -639 24 72 0 1 3
HOMO-4 645 64 27 1 0 9
2b
MO eV dfppy Ce¢Fs PPh. PhCO:H Pt
LUMO+3 -1.03 92 0 6 1 1
LUMO+2 -1.14 2 0 91 6 1
LUMO+1 -1.73 19 1 4 73 3
LUMO -1.79 72 1 4 18 6
HOMO -6.12 69 1 2 0 28
HOMO-1 -6.17 8 39 2 1 51
HOMO-2 -6.25 4 39 2 1 55
HOMO-3 -6.42 31 62 0 1 5
HOMO-4 -648 52 35 1 1 10
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3a
MO eV PPY CeFs PPh. PhCOGlyOMe Pt
LUMO+3 -1.04 94 0 5 1 1
LUMO+2  -1.07 2 0 91 6 1
LUMO+1  -1.46 3 1 7 87 2
LUMO -1.71 89 1 3 1 7
HOMO -5.91 68 0 2 0 30
HOMO-1  -6.06 10 24 3 1 63
HOMO-2 -6.17 2 51 3 1 44
HOMO-3 -6.39 32 62 0 2 4
HOMO-4 -645 55 35 1 1 9

3b
MO eV dfppy CeéFs PPh. PhCOGlyOMe Pt
LUMO+3 -095 12 2 73 9 4
LUMO+2 -1.03 82 0 5 12 1
LUMO+1 -165 4 0 12 84 0
LUMO -1.77 86 1 3 4 7
HOMO -6.10 69 1 2 0 27
HOMO-1 -6.15 8 34 2 0 55
HOMO-2 -6.24 4 43 2 1 51
HOMO-3 -6.41 32 60 3 0 6
HOMO-4 -6.47 51 35 3 0 10

121

AT e




Tabla A.1.4. Energias de excitacidn verticales a estados singlete y estados triplete desde el estado (So)
calculadas por TDDFT/SCRF (CH:Cl2) con los orbitales que participan en la transicion para 1b, 2a, 2b,

3ay3b
Estado A/nm f Transicion (% Contribucion)
T 430.12 - HOMO—LUMO (78%)
Si 338.62 0.0495 HOMO—LUMO (85%)
1b | S 33297 0.0138 H-1-LUMO (85%)
S4 301.24 0.1201 H-3—LUMO (80%)
Ss 290.20 0.0546 H-5—LUMO (58%), H-1-L+2 (23%)
Ti 443.34 - HOMO—LUMO (35%), HOMO—L+1 (35%)
Si 359.04 0.0467 HOMO—LUMO (53%), HOMO—L+1 (42%)
2a | S 351.88  0.0057 H-2—LUMO (11%), H-1-LUMO (46%), H-1—L+1 (33%)
Ss 32654 0.0115 H-2-LUMO (37%), H-2—L+1 (10%), H-1—L+1 (41%)
Sy 304.90 0.0740 H-4—L+1 (20%), H-3—LUMO (64%), HOMO—L+3 (10%)
Ti 431.52 - HOMO—LUMO (60%), HOMO—L+1 (13%)
S, 349.99 0.0131 H-2—LUMO (17%), H-1-LUMO (35%), HOMO—-LUMO
ob (32%)
Sz 34591 0.0307 H-1-LUMO (27%), HOMO—LUMO (48%)
Ss 323.45 0.0094 H-2—LUMO (11%), H-1-L+1 (82%)
Sz 306.37 0.1460 H-4—LUMO (27%), H-3—LUMO (51%)
Ti 443.53 - HOMO—LUMO (70%), H-4—~LUMO (9%)
S1 359.59 0.0438 HOMO—LUMO (94%)
e 352.32  0.0084 H-2—-LUMO (15%), H-1-LUMO (82%)
Ss 31021 0.0114 H-1-L+1 (74%), HOMO—L+1 (21%)
H-4—LUMO (28%), H-3—-LUMO (31%), H-2—L+1 (20%),
Se 305.14 0.1144
HOMO—L+3 (10%)
T 431.38 - HOMO—-LUMO (70%)
H-2—LUMO (17%), H-1-LUMO (50%), HOMO—LUMO
S1 350.05 0.0105
(30%)
3b | S 345.67 0.0312 H-1-LUMO (22%), HOMO—LUMO (61%)
Ss 325.45 0.0028 H-2—LUMO (71%), H-1-LUMO (26%)
S4 315.98 0.0030 H-2—L+1 (16%), H-1->L+1 (72%), HOMO—L+1 (10%)
Se 306.46 0.1432 H-4—LUMO (36%), H-3—LUMO (49%)
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Tabla A.1.5. Composicion (%) de los Orbitales Frontera MOs en términos de ligandos y metales
en el estado triplete de 1b, 2a, 2b, 3a y 3b en CH2ClL.

1b
MO eV dFppy C&Fs DMSO Pt
SOMO -3.55 93 0 1 6
SOMO-1  -4.53 93 0 0 7
2a
MO eV  ppy GFs PPh. PhCO:H Pt
SOMO -3.40 93 0 1 0 5
SOMO-1 433 88 0 1 0 11
2a
MO eV dfppy Ce¢Fs PPh. PhCO:H Pt
SOMO -349 93 0 1 0 6
SOMO-1 449 91 0 0 0 8
3a
MO eV ppy Ce¢Fs PPh. PhCOGIlyOMe Pt
SOMO -3.40 93 0 1 0 5
SOMO-1  -4.33 89 0 1 0 11
3b
MO eV dFppy CeFs PPh. PhCOGlyOMe Pt
SOMO -347 93 0 1 0 6
SOMO-1 -448 91 0 0 0 8
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Figura A.1.8 Curvas dosis-respuesta para la determinacion de los valores de citotoxicidad ICso
para 1b, 2a,b y 4a,b en las lineas celulares A549, HeLa y NL-20. El valor de ICsocorresponde a
la dosis minima necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular, calculado de manera

experimental con la dependencia de la supervivencia celular a la dosis de compuesto durante
72 h.
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Compuestos luminiscentes de Ir(lll).
N Sintesis y estudio de las propiedades
' opticas y biologicas.







Como ya se ha comentado anteriormente, y debido a sus propiedades
antineopldsicas, algunos compuestos de platino tales como el cisplatino, carboplatino o
oxaliplatino, se encuentran entre los agentes quimioterapéuticos mads prescritos en
terapias frente al cancer.’> % 145eh 146b, 223 Gy mecanismo de accion se basa, principalmente,
en la interrupcion de los procesos de transcripcion del ADN debido a la formacion de
enlaces cruzados intracatenarios (intrastrand cross-links) entre guaninas.’®? 224 Sin
embargo, a pesar de su eficiencia, este mecanismo de acciéon implica una gran facilidad
para la adquisicion de resistencia al tratamiento, ademds de presentar una escasa
selectividad. Todo esto junto con la baja efectividad que presentan en estadios
avanzados de la enfermedad, como en los casos de metdstasis, ha impulsado el
desarrollo de nuevos farmacos y terapias. Para ello, se ha abordado la sintesis de nuevos
compuestos de coordinacion que contengan platino u otros metales de transicion (Figura
2.1A), y que presenten otros mecanismos de accion, dianas celulares diferentes o que
incluyan receptores que incrementen la selectividad hacia las células tumorales (Ver
introduccién).'> 22 Otra via que ha tenido especial interés ha sido el desarrollo de
sistemas que faciliten su administracion, mediante su encapsulacion o el empleo de
nanomateriales, reduciendo de esta manera los efectos secundarios.??® Respecto de los
metales de transicion que se han evaluado como agentes antineoplasicos,?®> 2 los
complejos organometalicos de iridio estdn ganando una gran relevancia como
alternativa al uso de complejos de Pt.2® Muchos complejos de iridio han demostrado
tener una prometedora actividad antiproliferativa in vitro y/o in vivo a través de varios
mecanismos de accion, los cuales no tienen por qué involucrar a las cadenas de ADN,
sino que se dirigen a otros organulos de las células como las mitocondrias o los
lisosomas,>’ alterando la homeostasis redox celular, o interaccionando con proteinas que

regulan ciertos procesos celulares.?”” Ademas existen numerosos ejemplos de complejos
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de Ir(IIl) en los que la citotoxidad es inducida por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS del inglés reactive oxygen species). Por ultimo, sus propiedades fotofisicas
los hacen buenos candidatos para su empleo como marcadores fosforescentes en

bioimagen,?’ o como sensores de niveles de hipoxia en medios celulares?! (Figura 2.1 b

y C).

Apoptésis

PFy
a) b) N
Despolimerizacién de >

los microtubulos ¢
. B

Intercalacion

Complex 3a MitoTracker Overlaid

Complejos metalicos
Biomaterials, 34 20 3 7519e7532

potencialmente o
citotoxicos

J. Am. Chem. Soc.
2018, 140, 25, 7827-7834

Desestabilizacion del . g "
potencial Red-0x Inhibicion enzimatica

Figura 2.1 a) Complejos con metales potencialmente activos frente al cancer y diferentes procesos

que llevan a la muerte celular. b) Complejo de Ir(Ill) que se localiza en las mitocondrias y
biodistribucién in vivo del mismo en un pez cebra. ¢) Estructura de un complejo de Ir(Ill) con

emision dual fosforescente.

Por otra parte, el desarrollo de nuevas terapias como la termoterapia o la
fototerapia, que sustituyan o permitan tratamientos sinérgicos como combinacion de
varias de ellas, esta proporcionando excelentes resultados.> Concretamente, la terapia
fotodinamica (PDT) es una herramienta emergente empleada frente a numerosas
enfermedades que, como ya se ha mencionado en la introduccion, mejora la selectividad
y reduce los efectos secundarios en relacion a las terapias convencionales. La excitacion
mediante luz de un fotosensibilizador (PS) genera estados tripletes excitados que
interaccionan con el oxigeno (*02) para producir ROS (oxigeno singlete, radicales
hidroxilo o superoéxido...), que pueden producir dafios en los tejidos de su entorno. Estas

especies inician una gran cantidad de procesos fisioldgicos, siendo una de sus dianas
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celulares las mitocondrias. Su acumulacién puede llegar a generar ademas un estrés
oxidativo en las células y, por consiguiente, dafiar a diversas estructuras u organulos

celulares provocando finalmente apoptosis y/o necrosis de la célula.?®

Hasta la fecha, la gran mayoria de PS aprobados por la FDA eran moléculas
organicas, como el Fotofrin, Clorin e6, Visudyne o el Foscan derivados de porfirinas con
diferentes sustituyentes. Sin embargo estos PS, presentan ciertas desventajas como su
baja solubilidad en agua, sus rangos de absorcion de luz, la poca selectividad que
presentan o incluso su baja fotoestabilidad, que puede derivar en la generacién de
especies como la bilirrubina que, en exceso, puede provocar hepatitis.””®> Han surgido
numeros estudios sobre el disefios de nuevos PSs, basados en compuestos que presentan
metales de transicion en su estructura. La presencia de dtomos pesados en las estructuras
de los compuestos incrementan su eficiencia como PS y la facilidad que presentan estos
compuestos para poder acceder a estados triplete y presentar tiempos de vida largos, los
hace especialmente intreresantes para su empleo como PSs en PDT, ademas, muchos de
ellos son luminiscentes, lo que facilita enormemente su localizacion celular. Entre los
primeros complejos que se han estudiado, alguno de los cuales se encuentra ya en
ensayos clinicos, estan los derivados tetrapirrolicos con metales como los de Lu(Ill),
Sn(IV) o de Pd(Il) aprobado para el tratamiento del cancer prostata (Figura 2.2).2°

Entre los muchos ejemplos de compuestos con metales de transicion, aquellos
que incorporan ligandos heterociclicos en su estructura (como polipiridilos), presentan
un notable interés debido, en gran parte, a que generan facilmente ROS. Existen muchos
complejos de Ru(Il) como el TLD-1433 (Figura 2.2) que ya ha entrado en fase clinica II
como PS en el tratamiento del cancer.?* Ademas, recientemente se han publicado
algunos ejemplos de compuestos de Pt(II) que han abierto la puerta a su empleo como
PS. Un ejemplo significativo es el derivado [Pt(N*C"N)CI] (N*C"N = 2,6-dipiridil-4-
metil-benceno) que muestra nula toxicidad en condiciones normales. Sin embargo, este
compuesto se acumula en el ntcleo e induce especies reactivas de oxigeno que causan

ruptura en el ADN bajo irradiacion..?>
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Figura 2.2: Fotosensibilizadores empleados en terapia fotodinamica con metales en su

estructura.

Por su parte, los complejos ciclometalados de Ir(Ill), y mads concretamente los
derivados heterolépticos, han despertado una gran atencion en los tltimos afios en este
campo como PS. Presentan mayores desplazamientos de Stockes en comparacion con los
de las moléculas organicas y muchos de ellos son catidnicos, lo que puede incrementar
su solubilidad en medios acuosos. Ademas, sus estados triplete excitados suelen ser muy
sensibles a la presencia de oxigeno. Esta tltima propiedad les hace buenos PSs de tipo II
(generan ROS, mediante el mecanismo de tipo II, ver Introduccion) dado que pueden
transferir la energia facilmente desde el estado triplete al oxigeno para generar moléculas
oxigeno singlete (102).22> 2% A todas estas propiedades debemos afadir su elevada
estabilidad, tanto a los medios biolégicos como a la luz, y la facilidad de modificar sus
propiedades Opticas por medio de la variaciéon de los ligandos ciclometalados y/o
auxiliares, como ya se ha comentado en la introduccién. Por todo ello, este tipo de
complejos ciclometalados de iridio se estudian como agentes potencialmente

teranosticos. 230 232b, 257

Una manera de clasificar los PSs basados en complejos de Ir(Ill) es mediante los
organulos a los que van dirigidos; en su mayoria las mitocondrias, los lisosomas, el

reticulo endoplasmatico, el nticleo y algunas proteinas celulares (Figura 2.3).
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Algunos de ellos, selocalizan en las mitocondrias, las cuales juegan un papel muy
importante en la obtencion y almacenamiento de energia, en forma de ATP, para la
correcta division celular. Por este motivo, la desregulacion o alteracion de su potencial
de membrana o de su funcionamiento puede acabar induciendo la apoptosis celular. En
el grupo de Horobin®® se estudio la relacion que exisitia entre los coeficientes de
particion (Log P) de complejos cationicos de iridio(IIT) y la probabilidad de que estos
tiendan a localizarse en estos organulos. Se comprobo que los complejos que
presentaban valores comprendidos entre 0 y 5 se localizaban mas abundantemente en
las mitocondrias.?® Estos orgdnulos presentan potenciales de membrana negativos, y, en
general, el aumento de su actividad tiende a incrementar estos potenciales. Por otra
parte, la actividad mitocondrial es mayor en las celulas tumorales que en las células
sanas ya que requieren de una mayor cantidad de energia para realizar los procesos de
division celular por lo que se ven mas atraidas por moleculas lipofilicas cationicas.?* En
relacion a estos resultados, se han publicado ejemplos de complejos de iridio con
bipiridinas funcionalizadas con esteres de longitudes de cadena creciente que se
localizan en las mitocondrias. Los resultados mostraron que la longitud de la cadena
modifica la lipofilia y tambien su actividad citotdxica, de tal forma un incremento en la
longitud de la cadena producia mejores resultados citotoxicos.?! Por otro lado, se ha
puesto de manifiesto la relacién entre los rendimientos de produccién de oxigeno
singlete con la fotocitotoxicidad inducida. Por ejemplo, con los derivados [Ir(C"N)(bpy-
CONH-PEG)](PFs) (bpy-CONH-PEG = 4-(N-(2-(w-metoxipoli-(1-
oxapropil))etil)Jaminocarbonil)-4'-metil-2,2'-bipiridina) se observé que mientras en
condiciones normales no presentaban citotoxicidad, al irradiarlas con luz a 365 nm, su
actividad antineoplasica mejord hasta llegar a valores de ICs de entre 3.4 y 23.2 uM en
HeLa. Estos complejos se localizaron en las mitocondrias y debido a sus propiedades

también son buenos candidatos a emplearse como marcadores en bioimagen.2:2

Por otra parte, los lisosomas se caracterizan por presentar un pH 4cido (4.5 -5.5)
y enzimas capaces de degradar biomoleculas. Etos orgdnulos juegan un papel muy
importante en procesos apoptoticos, por lo que se han empleado como dianas en
numerosos estudios. Un ejemplo es el del compuesto de la Figura 2.3c, cuya exposicion

a medios acidos (las células cancerigenas presentan pH mads bajos que las sanas)
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aumentaba tanto su emision como la generacion de ROS, por lo que pueden emplearse
como marcadores de los lisosomas e inhibidores de procesos metastasicos.?** Por su
parte, otros complejos que presentan el ligando benzimidazol (Figura 2.3d), mostraron
una elevada sensibilidad a cambios en el pH, baja citotoxicidad al administrarlos en
oscuridad y valores de ICso muy bajos durante la irradiacion.?* Ademads existen otras
dianas, como el reticulo endoplasmatico, en los que algunos complejos de Ir(IIl) se

localizan mostrando rendimiento cudnticos de produccion de 'O: cercanos al 95%.24
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Figura 2.3: Organulos celulares que actiian como diana de complejos de Ir(Ill) y algunos

ejemplos de complejos que actiian en a) y b) mitocondrias y c) o en d) lisosomas.

Existen otros muchos ejemplos de complejos catidnicos ciclometalados de iridio
(III) con ligandos auxiliares diimina [Ir(C"N)2(N”N)]* que presentan un amplio abanico
de dianas celulares, en los que el ligando auxiliar juega un papel fundamental. Ademas
de las mitocondrias,*¢ los lisosomas,?” o el reticulo endoplasmatico,?* otros organulos
como los endosomas?* o, incluso, el ntcleo celular?®® también se han usado como dianas
de diferentes compuestos de este tipo. Por lo general, estos compuestos destacan en este
campo por sus propiedades fotofisicas; entre las que se incluyen sus altos rendimientos
cuanticos, los grandes desplazamientos de Stockes o sus emisiones fosforescentes que
presentan, por lo general, largos tiempos de vida. Todas estas propiedades, incluyendo
la fotoestabilidad, pueden ser facilmente moduladas tanto por la seleccion de los
ligandos ciclometalados, como por la de las diiminas y su posible funcionalizacion. En

estos complejos, las emisiones se deben principalmente mezclas de transiciones de
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transferencia de carga (*MLCT, 3LL'CT) o intraligando (°’IL), con una mayor o menor
contribucién de ellas en los estados excitados en funcidn de los niveles energéticos de
los orbitales frontera implicados. Todas estas posibles modificaciones, junto con la
naturaleza cationica de estos compuestos, hacen posible sintonizar con relativa facilidad

tanto la permeabilidad celular como las actividades bioldgicas y fisicoquimicas.!® 57 ¢

Entre ellos, el grupo del Dr. Gustavo Espino ha centrado su investigacion en la
sintesis de complejos bisciclometalados de Ir(Ill) empleando fenilpiridinas como
ligandos ciclometalados y derivados del benzotiazol, poniendo de manifiesto el
potencial de esta familia de complejos como agentes fotosesibilizadores en terapia
fotodindmica, y profundizando en los posibles mecanismos que desencadenan para
provocar la apoptosis celular; por ejemplo, procesos de endocitosis o dafios en las

membranas mitocondriales o en el ADNmit provocados por estrés oxidativo.?32» 25!
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Figura 2.4: Compuestos catidnicos ciclometalados de Ir(IIl) con potencial como

fotosensibilizadores publicados por el grupo de investigacion de Gustavo Espino

Con todo esto en mente, en este capitulo se describe la sintesis y el estudio del
potencial como agentes terandsticos y fotosensibilizadores de una nueva familia de

compuestos catiénicos de Ir(Ill) ciclometalados [Ir(C*N)2(N”N)]* en los que se ha
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utilizado la N,N-dibutil-2,2'-bipiridina-4,4'-dicarboxamida como diimina (dbbpy) y
como ligandos ciclometalados se han empleado difluorofenilpiridina (dfppy), 2,6-
difluoro-3-(piridin-2-il)-benzaldehido (CHO-dfppy), o acido 2,6-difluoro-3-piridin-2-il-
benzoico (COOH-dfppy). Ademas, se ha estudiado el efecto que tiene el contranion en
las propiedades de esta familia de complejos, empleando para ello el Cl o el PFs en el
caso de los complejos 6¢y 6d. A modo de comparacion, también se incluye el complejo
(Ir(dfppy)2(Hzdcbpy)]+ (7b-PFs), con 3,3'-dicarboxi-2,2'-bipiridina como ligando auxiliar
(NN = Hzdcbpy). Con el fin de comprobar si la funcionalizacion del ligando auxiliar
diimina con cadenas alifaticas de diferente longitud y naturaleza puede afectar a las
propiedades bioldgicas de los derivados, también se ha sintetizado el complejo [Ir(CHO-
dfppy)2(dobpy)]Cl (8c-Cl) que contiene grupos oleilamida. Es destacable que los
complejos que llevan 4cido en el grupo ciclometalado muestran un incremento en su
solubilidad, incluso en agua.?? En el capitulo se incluye un estudio de las propiedades
Opticas, apoyadas por cdlculos tedricos. También se han realizado medidas para
comprobar el potencial antineoplasico frente a las lineas celulares tumorales A549
(carcinoma de pulmon), HeLa (carcinoma de cuello uterino) y no tumorales BEAS-2B
(epitelio bronquial). Con el fin de comprobar como actiian una vez dentro de las células,
se ha realizado un seguimiento mediante microscopia confocal para comprobar su
citolocalizacion. Finalmente se han evaluado las propiedades fotodindmicas de los

complejos 2b-Cl, 2b-PFs, 2¢-Cl y 3a-PFe.
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Los ligandos ciclometalados empleados para la sintesis de estos complejos se han
obtenido comercialmente, como es el caso de la difluorofenilpiridina (b), o siguiendo
procedimientos previamente publicados por otros grupos de investigacion, como en el
caso de sus derivados funcionalizados 2,6-difluoro-3-(piridin-2-il) benzaldehido (CHO-
dfppy) (¢)** o acido 2,6-difluoro-3-piridin-2-il-benzoico (COOH-dfppy) (d).>>* Por su
parte, las diiminas empleadas para la elaboracion de esta familia de complejos se han
preparado a partir de un procedimiento publicado anteriormente, en el que la bipiridina
funcionalizada con grupos etoxido se pone a reflujo en butilamina para dar el derivado
N,N'-dibutil-2,2'-bipiridina-4,4’-dicarboxamida (dbbpy).®! Siguiendo esta misma técnica
se ha preparado la N,N'-dioleil-2,2"-bipiridina-4,4'-dicarboxamida (dobpy), empleando
en este caso oleilamina como disolvente en lugar de la butilamida. Por ultimo, la 4,4'-

dicarboxi-2,2'-bipyridina se obtuvo directamente de forma comercial.

Para la preparacion de los complejos organometdlicos dinucleares con puentes-
cloro empleados como precursores, [Ir(CHO-dfppy)2(u-Cl)]2 (5¢) y [Ir(COOH-dfppy)2(u-
Cl)]2 (5d), se ha empleado un procedimiento similar al llevado a cabo para la sintesis de
[r(dfppy)2(u-Cl)]2 (5b).%* Para ello, se pusieron a reflujo dos equivalentes del ligando a
ciclometalar (HC”N) correspondiente con un equivalente de IrCls-:3H:O en una mezcla
de 2-etoxietanol y agua destilada en una proporcion 3/1. A partir de estos precursores se
prepararon los complejos mononucleares 6(b,c,d)-Cl y 8c-Cl (Esquema 2.1A). Asi, los
derivados [Ir(dfppy):(dbbpy)]2Cl (6b-Cl), [Ir(CHO-dfppy)2(dbbpy)]2Cl (6c-Cl), e
[Ir(COOH-dfppy):(dbbpy)]2Cl (6d-Cl) se prepararon siguiendo el procedimiento
descrito en la bibliografia para el homologo que presenta la fenilpiridina como grupo
ciclometalado,®! mediante la reaccion en proporcidn 1:2 de los precursores dinucleares
5(b,c,d) con la diimina funcionalizada dbbpy en una mezcla de MeOH/CH:Cl> durante 24
horas. El compuesto [Ir(CHO-dfppy)2(dobpy)]Cl (8c-Cl) se ha obtenido de manera
similar. Este derivado se ha preparado con el fin de comprobar como afecta la naturaleza
de las cadenas hidrocarbonadas que se incluyen en los ligandos auxiliares bipiridina a

las propiedades opticas y farmacocinéticas de los mismos.
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Los complejos homdlogos con PFs como contraion en lugar de CI;, [Ir(CHO-
dfppy)2(dbbpy)]PFs (6¢-PFs) [Ir(COOH-dfppy)2(dbbpy)]PFs (6d-PFs) fueron preparados
siguiendo el procedimiento descrito por Zhow y col.?*¢ Este método requiere la formacion
inicial de los intermedios mononucleares que contienen dos ligandos acetonitrilo labiles,
[Ir(CHO-dfppy)2(NCMe):2]PFs 6 [Ir(COOH-dfppy)2(NCMe):]PFs, los cuales mediante
una reaccion in situ con el ligando auxiliar dbbpy en cantidad estequiométrica dan los
complejos 6c-PFs y 6d-PFs (Esquema 2.1B). Ambas reacciones se llevan a cabo en
atmosfera de nitrogeno empleando diclorometano a reflujo para obtener los complejos

con un alto grado de pureza.

Finalmente, se llevo a cabo la preparacion del derivado [Ir(CHO-dfppy)2(3,3'-
Hzdcbpy):2]PFs (7b-PFs) siguiendo un procedimiento similar al empleado para la sintesis
del complejo [Ir(ppy)2(4,4'-H2dcbpy):]PFs, publicado por Armouri, Barviery y col.”
Como puede observarse en el Esquema 2.1B, la reaccidon estequiométrica entre el
precursor de puentes-cloro y la bipiridina en una mezcla de CH2Clz/MeOH genera una
suspension amarilla a la que se afiade acetato de sodio para neutralizarla. La adicion de
una disolucion saturada de NHsPFs en metanol induce la precipitacién del complejo

como una sal de hexafluorofosfato.
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Esquema 2.1A: Ruta sintética para la preparacion de los complejos con Cl- como contraion.
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Esquema 2.1B: Ruta sintética para la preparacion de los complejos con PFe como contraion.

Todos estos productos han sido caracterizados y sus estructuras han sido
confirmadas por medio de diferentes técnicas como el andlisis elemental, espectrometria
de masas de alta resolucion y otras técnicas espectroscopicas como Infrarrojo, absorcion
y resonancia magnética nuclear de 'H, BC{'H}, “F{'H} y *P{'H}. Ademas, la completa
asignacion de las sefiales de RMN se ha realizado con ayuda de experimentos de
correlacion bidimensionales 'H - 'H COSY, 'H - 3C HMBC y 'H - 3C HSQC (Figuras del
Apéndice A2.1 a A2.18).

En el caso de los complejos mononucleares 6 (b, ¢ y d)-Cl, 6 (c y d)-PFe, 7b-PFs y
8¢-Cl los espectros de masas ESI (+) confirman la presencia del pico molecular [M]*,
presentando todos ellos la distribucion isotopica esperada en compuestos de Ir(III). Por
su parte, los precursores 5¢ y 5d muestran sus picos mas intensos (100%) a una m/z de
665 (5¢, [Ir(CHO-dfppy)Cl+H]*) y 702 (5d, [Ir(COOH-dfppy):+Na+H20]*), picos
derivados de la ruptura del dimero de los puentes cloro. Ademas, con el fin de
corroborar la estructura de este altimo complejo (5d), se han realizado el ESI(-) en el que
aparece el pico del complejo bimetalico [M-1]- con una m/z de 1391 y el MALDI(-) en el
que aparece ese mismo pico (4%) y el correspondiente a [Ir(COOH-dfppy)2+Cl2](100%).
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En los espectros de infrarrojo de todos los derivados aparecen a frecuencias
mayores de 3000 cm™ las bandas correspondientes a los modos de vibracion v(C-H) de
los anillos aromaticos a frecuencias mayores de 3000 cm™. En el caso de los complejos 6
y 8, estas absorciones estdn acompafadas de las correspondientes a las v(C-H) de las
cadenas alifaticas a frecuencias ligeramente por debajo de 3000 cm. Tanto en los
complejos 6 como en 8, se aprecia la banda caracteristica de vibracion C=O (1660 cm™) y
las correspondientes a las unidades N-H de las amidas funcionalizadas en las bipiridinas
entre 3350 y 3250 cm™. En todos los casos, aparecen bandas de vibracién debidas a los
enlaces C-F de los tres grupos ciclometalados empleados en torno a 1270 cm™. Ademas,
en los espectros de todos los derivados que tienen hexafluorofosfato como contraion

(6(c,d)-PFe y 7b-PFs) se observa la banda esperada de alta intensidad a 800 cm.

Los espectros de RMN de los complejos binucleares de iridio, 5b en CDCls y 5¢
en D20 con 4 equivalentes de KOH (Figura A 2.1), muestran, en ambos casos, que los
cuatro ligandos ciclometalados presentes en la molécula son quimicamente
equivalentes, tal y como se espera por la formacién de un tnico isémero (dado que, en
estos casos, existe la posibilidad de que se forme el isomero meso o un par racémico). Sin
embargo, tal y como se aprecia en la Figura 2.5, en presencia de disolventes con alto
potencial coordinante como el DMSO, las senales atribuidas a los grupos ciclometalados
se duplican, indicando la ruptura de los puentes de cloro y la formacion de los derivados
[Ir(CHO-dfppy)C1I(DMSO)] (5¢-DMSO) y [Ir(COOH-dfppy).CI(DMSO)] (5d-DMSO),
ilustrado en la Figura 2.5 para el primero de ellos. Este comportamiento es mas habitual

de lo que parece y ha sido estudiado previamente por otros grupos de investigacion.
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Figura 2.5. Espectros de RMN 'H del precursor 5c¢c en acetona-d® (azul) y en DMSO-d¢
generandose el derivado monometalico 5¢c-DMSO.

Los espectros de RMN de 'H y *C{'H}de los complejos mononucleares [en CDCls
para 8c-Cly 6(b,c) (Figura 2.6), en MeOD para 6d-Cl y acetona-d® para 6d-PFs y 7b-PFe]
muestran la presencia de las sefiales esperadas para una simetria Cz, correspondiente
con la presencia de dos grupos ciclometalados equivalentes y un ligando bipiridina
funcionalizado simétrico (ver Parte Experimental). En los derivados 6, que presentan la
dbbpy, los protones H? que se encuentran préximos a la funciéon amida se ven como
singletes, siendo las senales mas desapantalladas (~ 10.6 6b,c-Cl, 9.2 6d-Cl, 10.30 6¢-PFs,
9.21 6d-PFs), mientras que el protdn del grupo amida (CONH) de estos compuestos
aparece como una sefal ancha desplazada a campo ligeramente mas bajo en el caso de
6-Cl (9.63 6b-Cl, 9.53 6¢-Cl) que aquellos que tienen PFs (9.36 6c-PFs, 8.34 6d-PFs). Este
comportamiento puede explicarse por la interaccion que se produce entre los protones
amidicos y el Cl- (CONH:--Cl--HNCO), tal y como se observa por difraccion de rayos X
de monocristal (ver a continuacién). En el caso del compuesto 6d-Cl, esta sefial no se
observa, posiblemente debido al efecto que produce el disolvente (MeOD), que puede
intercambiarse rdpidamente. Por su parte, en el caso del complejo que presenta la
bipiridina funcionalizada con oleilamida, el espectro de RMN de 'H refleja la presencia
de las senales atribuidas a la larga cadena alifatica, junto con un multiplete que integra

por cuatro (~ 5.53 ppm) que se asigna al doble enlace de la cadena.
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Figura 2.6 Espectros de RMN 'H en CDCl; de los compuestos 6b-Cl y 6¢-Cl.

Para terminar, los espectros de F{'H} también confirman la formacion de los

complejos, mostrando dos dobletes correspondientes a los dos atomos de flaor no

equivalentes de cada grupo ciclometalado; asi como un doblete mas desapantallado en

aquellos en los que se utiliza el PFs como contraion (Figuras Apéndice A.2.(2, 3, 5, 8, 11,

14, 17)).

Por otro lado, se han conseguido obtener las estructuras tanto del complejo 6b-
Cl como del cation [6d]" a partir de los datos obtenidos por difraccion de rayos-X de
monocristal. Para ello, se obtuvieron monocristales amarillos del compuesto 6b-Cl
mediante difusion de n-hexano en una disolucion saturada del complejo en CHzClz a
temperatura ambiente. En el caso de [6d], y a partir de la difusion lenta de n-heptano en
una disolucion saturada del complejo 6d-PFs en acetona, se consiguieron obtener unos
cristales amarillos que, finalmente, se identificaron como el compuesto 6d-PO:F:-
acetona a causa de la hidrdlisis parcial del contraién en este medio. Ambos compuestos
han cristalizado con el grupo espacial P2:/n y, como cabe esperar en grupos espaciales
centrosimétricos, ambos posibles enantiomeros (A y A) estan presentes en la misma

celdilla. Una visidn de las estructuras moleculares de las partes catidnicas se recoge en
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la Figura 2.7 junto con algunos datos seleccionados de distancias de enlace y angulos

mas relevantes (ver tabla A.2.1).

Figura 2.7 a) Estructura molecular del complejo [Ir(dfppy)2(dbbpy)]Cl (6b-Cl); b) Estructura del
catiéon [Ir(COOH-dfppy)2(dbbpy)]* ([6d]" a partir de la estructura de 6d-PO:Fz); y c) Vista del
dimero formado por dos cationes de [6d]" mediante enlaces de hidrdgeno entre el grupo
carbonilo de la amida y el grupo carboxilico de un ligando ciclometalado. Distancias de enlace
seleccionadas (A) y angulos (°); 6b-Cl: Ir(1)-C(10) 2.008(2), Ir(1)-N(1) 2.049(2), Ir(1)-N(2) 2.125(2),
CI(1)-~-H(16) 2.601(1), CI(1)--H(3A) 2.458(1). N(1)-Ir(1)-C(10) 80.46(8), N(1)-Ir(1)-C(10") 95.74(8),
N(2)-Ir(1)-N(2") 77.3(1), N(1)-Ir(1)-N(1") 174.63(9). [6d]*: Ir(1)-C(10) 2.009(4), Ir(1)-N(1) 2.042(3),
Ir(1)-N(2) 2.131(3). N(1)-Ir(1)-C(10) 80.5(1), N(1")-Ir(1)-C(10) 97.3 (1), N(2)-Ir(1)-N(2") 76.7(1), N(1)-
Ir(1)-N(1") 174.6 (1).

Ambos compuestos catidénicos presentan el caracteristico entorno octaédrico de
los derivados de Ir(Ill), ademas de la disposicion cis de los carbonos metalados y trans
de los nitrégenos correspondientes de los grupos dfppy y CHO-dfppy. Tal y como se ha
visto en la bibliografia, los datos obtenidos son comparables, tanto en las distancias como
en los angulos de enlace, con los observados para complejos estructuralmente similares
y con los resultados obtenidos mediante célculos tedricos (Tabla A.2.2(A y B)).2? 2 En

ambos casos, las distancias Ir-C se encuentran comprendidas dentro de los valores
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esperados (~2.01 A). En cuanto a las distancias de enlace Ir-N, se observan diferencias
entre las que pertenecen al ligando auxiliar dbbpy (Ir-N2 ~2.13 A) frente a los valores mas
cortos de las de los ligandos ciclometalados CAN (Ir-N1 ~2.05 A); lo que esta de acuerdo
con la fuerte influencia trans del &tomo de carbono metalado. Es destacable también que
tanto los angulos C-Ir-N~) (80°) como N-Ir-Neny) (174.5°) son similares a los que
presentan complejos estructuralmente parecidos. El analisis de las interacciones de estos
compuestos muestra la existencia de enlaces de hidrogeno en ambos casos. En el
complejo 6b-Cl se observan interacciones cortas entre el Cl- que hace de contraién y el
par de grupos carboxiamida (CONH) (Cl---Hs-N 2.458(3) A). Este Cl- también presenta
distancias muy cortas con los hidrégenos adyacentes al grupo carboxiamida de los
anillos piridinicos (Cl--H-C(16) 2.601(1) A). Estas distancias, mas cortas que las
atribuidas a la suma de los radios de van der Waals (2.95 A), son comparables con las
observadas para otros complejos similares,?* 21220 ]o que apoya la teoria de la formacion
de un par idnico en el que el Cl- actia como aceptor de cuatro dtomos de hidrdégeno
dadores del ligando quelatado dbbpy. Este hecho es muy relevante dado que puede
afectar a las propiedades Opticas del compuesto debido a las modificaciones en la
naturaleza electrénica de los ligandos. Por su parte, los datos obtenidos a partir de los
cristales de 6d-PO:F: indican que las unidades cationicas forman dimeros a través de
enlaces de hidrégeno cortos (O-+H 1.79 A) entre el carbonilo de una de las cadenas con
la carboxiamida y el grupo carboxilico del ligando ciclometalado COOH-dfppy. Tanto la
distancia O-+H como el angulo O-H-O, de 164.9°, son comparables a los observados en

otros sistemas.2!

Se ha realizado un estudio de las interacciones no covalentes, mediante un
analisis NCI, del complejo 6b-Cl. Para representar las fuerzas atractivas, se ha empleado
un codigo de colores que utiliza el azul para fuerzas muy atractivas y verde para aquellas
mas moderadas, mientras que los colores rojo y amarillo corresponden a fuerzas
repulsivas fuertes y débiles respectivamente. En la Figura 2.8, con la representacion del
analisis NCI, se aprecian claramente las superficies verdes ubicadas entre los protones
NH y CH de la dbbpy y el d&tomo de cloro, lo que apoya la existencia de las interacciones
dador-aceptor que se generan entre el anion Cl- y el H-X (X= N, C). Como se puede

observar en la Figura 2.8, también aparecen superficies verdes en los ligandos
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ciclometalados, que se explican como interacciones intramoleculares C-X-+(dfppy) (X =F,

H).

Figura 2.8 Isosuperficies NCI para el compuesto 6b-Cl generada con s =0.3
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Se ha realizado un estudio tanto de los espectros de absorcion como de emisién
de esta familia de complejos cationicos ciclometalados heterolépticos de Ir(Ill). Ademas,
con el fin de explicar y asignar de manera mas exacta la naturaleza de las propiedades
Opticas, se han realizado célculos tedéricos DFT y TD-DFT. Para ello, se ha empleado el
funcional B3LYP con la base LanL.2DZ para el &tomo mas pesado de iridio y la base 6-
31G** para los atomos de los ligandos. En los casos de los complejos 6¢c-Cl y el cation
[6d]* los resultados obtenidos son comparables con las distancias de enlace y angulos

obtenidos de forma experimental a partir de difraccion de rayos-X (Tablas A2.2A y B).

Se han medido los espectros de UV-Visible de todos los compuestos en
dimetilsulféxido 5x10° M (Figura 2.9). Todos estos datos se recogen en la Tabla 2.1. Para
los compuestos con Cl-como contraién (6-Cl y 8-Cl), también se ha realizado un estudio

sobre la influencia que tiene el disolvente sobre sus propiedades de absorcion.
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Figura 2.9. Espectros de absorciéon UV-Visible de a) compuestos 6(b,c,d) y 8c con Cl- como
contraion, b) compuestos 6(c,d) y 7b con PFs como contraién y c) compuestos 6d(Cl y PFe).

Medidos en disolucion de DMSO 5x10-5 M.
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Tabla 2.1. Datos de absorcion UV-visible de los compuestos de Ir(III) en disolucion 5x10-° M.

Compuesto

5¢-DMSO
5d-DMSO

6b-Cl

6c-Cl

6¢-PFs

6d-Cl

6d-PFs

7b-PFs

8c-Cl

Como se puede apreciar en la Figura 2.9, todos los derivados muestran un
espectro de absorciéon muy similar. Asi, en todos estos compuestos se observan bandas
de elevada intensidad en la zona de alta energia (< 350 nm). De acuerdo con los célculos
teoricos realizados sobre los compuestos de la familia 6-Cl (Tabla A2.4), estas
absorciones se adscriben a transiciones permitidas por espin r — v* de los ligandos ('IL;
L C”N, L’ dbbpy) junto con cierta contribuciéon de transiciones del metal al ligando
(*MLCT y 'ML'CT). Todos los complejos mononucleares (6, 7 y 8) presentan bandas de
moderada intensidad en torno a 365 nm, que puede explicarse, de acuerdo con los
célculos de los compuestos 6 y 7 (Tabla del Apéndice A.2.3 y Figura A.19), a la intensa

transicion Ss que va desde el H-1 al LUMO. En estos compuestos, el H-1 se localiza,

Aabs/ nm (€ x 103/ M-1-cm’) DMSO

293 (29.96), 333 (9.72), 366 (5.58) DMSO
277 (60.2), 292 (52.4), 365 (9.6) DMSO

273 (62.6), 310 (33.8), 368 (9.5), 447 (1.3), 469 (0.7) DMSO
262 (67.9), 306 (29.9), 365 (9.9), 444 (1.3), 467 (0.8) THF
287 (56.9), 308 (47.8), 363 (12.3), 432 (2.8), 463 (1.6)

328 (13.7), 358 (4.4), 421 (1.1) Tolueno

306 (23.8), 328 (13.7), 358 (4.4), 421 (1.1) DMSO

293 (40.0), 300 (37.6), 331n (17.6), 359 (7.2), 429 (0.8) THFE
287 (14.3), 336n (3.9), 361(1.8), 387 (0.7) Tolueno

276 (43.2), 305 (32.5), 332 (19.4), 358 (7.8), 421 (1.0) DMSO
269 (54.2), 284 (60.4), 300 (52.4), 365 (9.6), 409 (1.4) DMSO
240 (51.3), 258 (57.2), 305 (24.3), 333 (14.2), 364 (5.2) THF
249 (22.2), 270 (17.2), 311 (8.6), 358 (3.0) H20

281 (51.4), 300 (34.2), 363 (8.6), 431 (2.4) DMSO

265(41.8), 305k (20.94), 361 (6.48), 450 (0.93) DMSO

304 (21.80), 365 (5.64), 431 (1.48) DMSO

295 (49.88),425 (2.58) THF

287 (45.24), 295 (40.0), 357 (10.0), 383 (5.20) Tolueno
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principalmente, en los grupos ciclometalados (91-92%) y el Ir (7%), mientras que el
LUMO reside en el ligando auxiliar dbbpy. Por lo tanto, esta absorcion se atribuye a una
mezcla de transiciones, permitidas por el espin, de transferencia de carga ligando-
ligando (LL'CT) del orbital 7t (C*N) al * (dbbpy) y metal-ligando (‘ML'CT, d(Ir)— m*
(dbbpy)).

Como ya se ha explicado, la presencia del atomo pesado de Ir genera un fuerte
acoplamiento espin-Orbita (SOC), lo que posibilita que aparezcan absorciones débiles en
zonas de muy baja energia (447 6b-Cl, 421 6¢-Cl, 409 nm 6d-Cl) asociadas a transiciones
prohibidas singlete-triplete HOMO—LUMO de caracter "ML'CT/LL'CT. Si comparamos
los espectros de los compuestos 6b-Cl 6¢-Cl y 6d-Cl, se puede observar un ligero
desplazamiento hipsocrémico al funcionalizar el grupo ciclometalado con grupos
aldehido y acido. Este hecho se refleja también en los calculos tedricos realizados (S,
calc. 472 6b-Cl, 427 6¢-Cl; 410 nm 6d-Cl) y puede atribuirse a la estabilizacion del HOMO
debido a la presencia de los sustituyentes CHO y COOH, que retiran densidad
electrénica (Figura 2.10). Este efecto se ve mas pronunciado en caso del complejo 7b-PFe,
que tiene como ligando auxiliar una bipiridina con dos acidos carboxilicos (3,3'Hzdcbpy).
En este caso, la banda de baja energia que aparece a 450 nm y cuya cola se extiende hasta
los 500 nm presenta también un caracter ML'CT/LL'CT de acuerdo con los célculos

teoricos (Ver Apéndice).
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Figura 2.10. Representacion esquematica de los orbitales moleculares y transiciones implicadas
en las absorciones de los compuestos 6b-Cl, 6¢-Cl, 6d-Cl y 7b-PFe.
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El estudio realizado sobre el efecto que tiene la polaridad del disolvente en los
espectros de absorcion se ha llevado a cabo para los compuestos 6-Cl. Para ello, se han
empleado THF, DMSO'y tolueno, y en caso del compuesto 6d-Cl, H2O. Como se muestra
en la Figura 2.11 y en la Tabla 2.1, el efecto de la polaridad del disolvente no genera

cambios significativos en los maximos de las bandas de absorcion.
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Figura 2.11. Espectros de absorcion UV-Visible en distintos disolventes (5x105 M) de los
compuestos 6b-Cl, 6¢-Cl, 6d-Cl, y 8c-Cl.

Se han estudiado los espectros de emision en disolucion y en estado sélido de los
compuestos 5d, 6, 7 y 8. En la Figura 2.12 aparecen representados los espectros de
emision del precursor 5d en estado solido y en DMSQO, medio en el que se disocia (Figura
2.12a). Tanto los compuestos 6 y 7b-PFe como el derivado con la oleilamida (8¢-Cl) son
altamente emisivos en estado sélido (Figura 2.12b) y en disolucion (Figura 2.12c), con
emisiones que van desde el amarillo hasta el naranja. Todos estos datos se reflejan a su

vez en la Tabla 2.2.
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Figura 2.12. Espectros de emisiéon normalizados a) del precursor 5d en estado solido y disolucion
de DMSO 5x10+4M; y de los compuestos 6, 7 y 8 b) en disolucion de DMSO 5x10“M vy c) en estado

solido.

Como se observa en la Figura 2.12a, el precursor 5d es altamente soluble en
disolucién de DMSQO; sin embargo, la emisidon que se observa en ese espectro se debe a
la del derivado 5d-DMSQO, tal y como reflejan los espectros de RMN realizados sobre
este compuesto en DMSO-d°. Este compuesto, presenta en disolucion de DMSQO, una
banda ligeramente estructurada con un maximo de emisién a 511 nm, que se atribuye a
transiciones de caracter *L.C con cierta contribucion *MLCT. En estado sélido, la emisién
del compuesto 5d presenta un desplazamiento batocromico a 580 nm en relacion a la
emision en disolucion. Este hecho indica que la emision puede ser debida a la agregacion
molecular del precursor en medios rigidos a través de apilamiento de los ligandos

ciclometalados mediante interacciones 7t-Tt.

Tal y como se observa en las Figuras 2.12b,c, los complejos 6(Cl y PFe) y 8¢c-Cl,
son altamente emisivos en DMSO y en sdlido, exhibiendo todos ellos unas propiedades
fotofisicas muy similares. Todos los compuestos presentan bandas anchas no

estructuradas que se encuentran en el rango de 540 a 565 nm, en los que la influencia que
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genera el contraion es insignificante. Esto se debe posiblemente a la facilidad que
presentan los enlaces de hidrogeno formados con el anion de Cl- de romperse en los
complejos 6-Cl y 8-Cl. Tal y como reflejan los calculos tedricos realizados de los
compuestos 6-Cl y 7-PFs, y algunas publicaciones anteriores, 2 21262 estas emisiones se
atribuyen a una combinacién de estados excitados SML'CT(Ir—N”N)/FLL'CT
(CA'N—->N"N), en las que el caracter predominante es el ML'CT. Los rendimientos
cuanticos de fotoluminiscencia (¢, PLQYs de sus siglas en inglés photoluminescence
quantum yields) en disoluciones desoxigenadas son relativamente altas (del 44.6% para
6¢-PFs al 54.1% para 6d-PFs), con tiempos de vida que van desde los 0.4 a 0.81 ps. Estos
resultados, cambian drasticamente al compararlos con los obtenidos de disoluciones
“oxigenadas”, en las que las intensidades de las emisiones se ven notablemente
reducidas, algo que se refleja de manera inequivoca en la reduccién de los PLQYs
obtenidos, que llega a mas de la mitad en relacion a los correspondientes de las

disoluciones desoxigenadas (de 0.15 ¢ox a 0.53 ¢desox en 6b-Cl).

Por su parte, en el caso del complejo 7b-PFs, el desplazamiento al 10jo (Amax = 605
nm) en comparacion con el resto de derivados de esta familia, puede atribuirse a la
notable estabilizacion del LUMO, localizado en el ligando auxiliar 3,3'-Hzdcbpy (Figura
2.12b). Esta tendencia afecta tanto al rendimiento cuantico como al decaimiento del
tiempo de vida que descienden a un 4.2% y a 0.31 us, respectivamente. El reducido
rendimiento cuantico de este complejo se refleja en los altos valores de las constantes de
knr y el menor kr en relacién con los complejos 6 y podria explicarse por el fuerte efecto
de quenching debido a vibraciones causadas por la presencia de dos grupos carboxilicos
en la bipirdina. Los tiempos de vida obtenidos para los compuestos 6 (0.54-0.81 ps)y 7b-
PFs (0.31 us) son considerablemente menores que los del precursor 5d, lo que puede ser
indicativo de la mayor contribucion del metal en el estado excitado de estos compuestos

mononucleares.

Si comparamos los maximos de emisiéon de los complejos que presentan el
ligando dbbpy, observamos que siguen el orden (540 6¢, 560 6d, 565 6b), lo que concuerda
con la estabilizacién del HOMO debido a la presencia de sustituyentes CHO y COOH
en los grupos ciclometalados. Por su parte, tal y como se ve en la Figura 2.12b, el cambio
de la bipiridina dbbpy por la dobpy no genera ningtin cambio en los maximos de emision,
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tiempos de vida o rendimientos cuanticos; lo que indica que el cambio de la amida por

la oleilamida no parece afectar las propiedades emisivas de dichos compuestos.

Tabla 2.2 Datos de emisiones experimentales en estado sdlido y en disolucién (5x104 M).

Constantes radiativas (Kr) y no radiativas (Knr) calculadas a temperatura ambiente.

Compuesto | Medio Aend t/us ¢ oxigenada/ K: Kar
nm? desoxigenada

Solido 580 5.1%) 0.005 9.8102 1.9-10°
5 DMSO 511 10.1 -/0.01 1510 9.7-10¢
Solido 533  0.44Y 0.42 9.610°  1.3-10¢
6b-Cl Tolueno 495  0.90® -/0.74 8.2:10° 2.9-10°
THF 520  0.85Y -/0.70 8.1-110° 3.6-10°
DMSO 568  0.81" 0.15/0.53 6.6:10°  5.7-10°
Solido 582 0.32 0.00 1.3-10¢+  3.1-10¢
6e-Cl Tolueno 503 0.64 -/0.23 3.610° 1.2-10¢
THF 507 0.70 -/0.28 4.010°  1.0-10¢
DMSO 540 0.55 0.35/0.51 9.3:105 8.9-10°
) 510, 7.810¢ 24106

Solido 0.40 0.03

6¢-PFs 585n

DMSO 542 0.58 0.21/0.45 7.7:105  9.6-10°
Solido 530 0.47 0.21 44105 1.7-10¢
6d-Cl H0 615 0.06 -/0.03 5610 1.7-107
THF 517 0.81 -/0.15 1.8:105  1.0-10¢
DMSO 558 0.54 -/0.54 1.0-106  8.5:105
6d-PFe Solido 595 0.62 0.03 5510 1.6-10¢
DMSO 558 0.73 0.25/0.54 7.410° 6.3-10°
_— S6lido 595  0.58 0.03 57104 1.7-10¢
DMSO 605  0.31 0.02/0.04 14105 3.1-106
Solido 594 0.30 0.22 7.5:10°0  3.4-10¢
Tolueno 507 0.46 10.63 2.3-105  1.9-10¢
Se-cl THEF 509 0.51 11.64 2.310>  1.7-10¢
DMSO 540 0.56 -/22 3.910° 1.4-100

3 Datos medidos excitando a una A en el rango de 365 — 400 nm, » Tiempos de vida de
las emisiones calculados como una media de un decaimiento bi-exponencial.

De manera representativa, se han elegido los compuestos que contienen Cl- como
contraion, para comprobar el posible efecto solvatocrdmico que genera el cambio en la
polaridad del disolvente en sus propiedades emisivas; un comportamiento muy comun
en complejos de este tipo (Figura 2.13 y Tabla 2.2). En estos compuestos, la banda de

emision sufre un desplazamiento hipsocrémico al disminuir la polaridad del disolvente
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empleado (6b-Cl 565 DMSO, 520 THF y 495 nm Tolueno; 6¢-Cl 540 DMSO, 507 THF y
503 nm Tolueno; 6d-Cl 615 H20, 540 DMSO, 517 nm THEF; 8c-Cl 540 DMSO, 509 THF y
507 nm Tolueno). El efecto solvatocrémico positivo observado indica que el estado
excitado es mas polar que el estado fundamental, confirmando el cardcter de
transferencia de carga del estado excitado. En linea con estos resultados, en el compuesto
6b-Cl, tanto los tiempos de vida como los PLQYs sufren una disminucion al bajar el
caracter polar del disolvente. Este hecho se hace mas evidente en el caso del compuesto
6d-Cl que presenta el ligando ciclometalado COOH-dfppy. La presencia de este ligando
incrementa su solubilidad en H2O, medio en el que el PLQY cae al 3.1% con tiempos de
vida de 0.06 ps. Esto puede explicarse por el intercambio de protones entre los grupos
carboxilicos y el H20, lo que puede generar desactivaciones, tal y como lo refleja su

constante no radiativas kar (1.7x107 s).
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Figura 2.13. Espectros de emisién normalizados de a) 6b-Cl, b) 6¢-Cl, c) 6d-Cl, d) 8c-Cl en estado

solido y disoluciones 5x10+ M.

Con el objetivo de profundizar detalladamente en las propiedades del estado
excitado, para los compuestos 6(b-d) y 7b-PFs se ha realizado la optimizacion de las

geometrias de los estados triplete Ti, empleando las geometrias So para su célculo y la
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aproximacién con el funcional hibrido B3LYP. En la Figura 2.14 se muestran las
estructuras optimizadas del estado excitado de los orbitales moleculares semiocupados
de mayor energia (HSOMOs del inglés highest energy singly occupied molecular orbitals) y
de los orbitales moleculares semiocupados de mas baja energia (LSOMOs, del inglés
lowest energy singly occupied molecular orbitals), ademds de la representacién de la
distribucion de la densidad de espin de todos estos compuestos (Tabla A.2.5). En todos
los casos, el SOMO-1 se concentra en el centro metalico de Ir y los grupos ciclometalados,
mientras que el SOMO se localiza en su mayoria en la bipiridina. Por su parte, la
representacion de las distribuciones de densidad de espin refleja que estas densidades
se localizan sobre los ligandos auxiliares. Por todo ello, en estos casos las emisiones se
atribuyen a una mezcla de transiciones de transferencia de carga ML'CT del iridio a la
bipiridina y LL'CT del ligando ciclometalado a la bipiridina. Tal y como se refleja en la
Tabla 2.3, las longitudes de onda de emisién experimentales concuerdan con las
obtenidas en los cdlculos (a partir de la diferencia energética entre los estados Ti
optimizado y la geometria Ti en el estado So en DMSO). Ademas, como se refleja en la
Figura 2.14, el ligero desplazamiento hipsocrdmico que se genera al introducir los
sustituyentes CHO (6 y 8 ¢) y COOH (6d) en los grupos ciclometalados se debe a la
estabilizacion del SOMO-1 en comparacion con el obtenido para 6b-Cl. Por otra parte, la
incorporacion de grupos carboxilicos en la bipiridina genera un desplazamiento

batocrédmico, en concordancia con los datos experimentales.

Tabla 2.3 Energias de emision (eV) y Aem (nm) calculadas desde el estado triplete y las

experimentales en DMSO

Compuesto Aem/ NMAa Energia 2 Aem /nm
6b-Cl 568 22eV 556
6c-Cl 542 2.5eV 494
6d-Cl1 558 2.4 eV 510
7b-PFe 605 1.7eV 715

3 Datos predichos a partir de célculos teéricos DFT (B3LYP/LANL2DZ (Ir) 6-31G**) en
DMSO a 298 K, mediante la diferencia de energia entre el estado triplete T1 optimizado y
la geometria T1 en el singlete So.
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Figura 2.14. Representacion de los SOMO, SOMO-1 y la densidad de espin de los compuestos 6
(b,c y d) y 7b-PFs en disolucién de DMSO.

2.3.3 Cuantificacion del rendimiento cudantico en la generacion de 10:

Uno de los factores mas importantes para el incremento de la actividad citotdxica
de los complejos que acttian como fotosensibilizadores en terapia fotodindmica es la
posible generacion de 'Oz En este caso, se han elegido los compuestos 6c-PFs y 7b-PFe
como ejemplo para corroborar la tendencia que presentan estos compuestos para
generar esta especie reactiva de oxigeno. Como se observa en el espectro de la Figura
2.15, estos compuestos tienen la habilidad de generar oxigeno singlete (1O:) en
disoluciones de CH2Clz a temperatura ambiente. La banda que se observa al recoger el
espectro de emision de estos compuestos a 1270 nm se ha conseguido empleando un

detector infrarrojo-cercano y una excitacion de 425 nm.
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Figura 2.15. Banda de emisién correspondiente al oxigeno singlete en disolucion de CH2Cl2 del

compuesto 6¢-PFe

Para cuantificar la capacidad de estos compuestos en la generaciéon de 'Oz, hemos
usado un método de referencia en el que se emplea la espectroscopia UV-Visible para
medir dicha capacidad en disoluciones de los complejos en acetonitrilo (8x10-° M). La
generacion de ROS se visualiza, en este caso, gracias a un agente capaz de reaccionar con
estas especies, el 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF). El DPBF reacciona con estas ROS
para generar 1,2-benzoilbenceno (Esquema 2.2), lo que reduce la absorcion generada a
410 nm debida a la DPBF.?%® Los espectros de UV-Visible de la mezcla de cada compuesto
a estudiar junto con la DPBF en acetonitrilo, empleando [Ru(bpy)s;]Cl como referencia
(945 = 0.56),%¢* se midieron exponiéndolas a intervalos de 0.5 segundos de irradiaciéon de
luz azul (410 nm) durante un periodo de tiempo de 3 minutos. La representacion de la
disminucion de intensidad en la banda a 410 nm en los espectros frente al tiempo de
irradiacion se ajusta a una recta, tal y como se observa en las Figuras 2.16(a,b). Ambos
compuestos de Ir(III) han demostrado un alto potencial de generacion de 'Oz, con valores
de ¢ de 0.32 para 6¢c-PFs y 0.15 para 7b-PFe, lo que sugiere que pueden ser unos
excelentes candidatos para ser empleados como agentes foto-quimioterapéuticos

generadores de 'Oz en medios intracelulares. (Ver experimental para la técnica)
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Esquema 2.2. Reaccién de ruptura de ciclo de la DPBF en presencia de 'Oz
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Figura 2.16. Cambios en las medidas de la absorbancia a 410 nm a causa de la reaccion de la DPBF
con el 'Oz en disolucion de acetonitrilo al irradiar a 460 nm en presencia de a) la referencia

[Ru(bpy)s]Cl2 y 6¢-PFs, b) la referencia [Ru(bpy)s]Clz y 7b-PFe.
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Uno de los principales motivos para la preparacion de la familia de compuestos
que componen este capitulo es el del estudio de sus propiedades bioldgicas. Dado que
los estudios biologicos que se realizan en este trabajo implican la previa disolucion de
los compuestos en DMSO, se ha realizado el estudio de la estabilidad de los compuestos
6 y 7b en este disolvente (DMSO-d®) mediante RMN de 'H. Tal y como muestra en la
Figura 2.17, para el compuesto 6d-Cl (y las Figura del Apéndice A.2.20 — A.2.22 para el
resto) no se observan cambios en las senales ni en los desplazamientos de las mismas
durante un periodo de 72 horas. Este hecho se repite con el resto de compuestos, lo que
demuestra que todos ellos permanecen inalterados en este medio durante el tiempo que
duran los ensayos biologicos. Ademads, se observd su estabilidad ante la irradiacion
durante 10 minutos de luz azul (A = 396 nm), tal y como se muestran en la Figura del
Apéndice A.2.23. Como en el caso de los compuestos del primer capitulo, se ha medido
la actividad citotdxica de todos ellos (6, 8 y 7b-PFs) in vitro frente a dos lineas celulares
tumorales humanas y una no tumoral utilizando el método MTS. Considerando la facil
generacion de especies reactivas de oxigeno en derivados similares a los que se han
preparado para este capitulo, se ha evaluado su potencial como fotosensibilizodores,
comparando los resultados de citotoxicidad en ausencia de luz e irradiando con luz azul
en los compuestos 6¢ (Cl y PFs), 6d-Cl y 7b-PFs. Con el proposito de profundizar en el
mecanismo de accion de estos compuestos, también se han realizado medidas de su
interaccion con el ADN mediante electroforesis, de su lipofilia y de su localizacion

celular.
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Figura 2.17. Espectros de RMN 'H del compuesto 6d-Cl en DMSO-ds.

2.4.1 Actividad citotoxica e indice de selectividad (ensayo MTS)

Se han determinado las propiedades citotoxicas (ICso, concentracion en la que los
complejos inhiben la viabilidad de las células al 50%) de los compuestos 6, 8 y 7b-PFs,
PFs frente a las lineas celulares cancerigenas A549 (carcinoma de pulmoén) y HeLa
(carcinoma de cérvix) y no tumoral BEAS-2B (epitelio bronquial) mediante el método de
hidrdlisis MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Este método se ha desarrollado con un periodo de
incubacion de las células con los compuestos de 72 horas y se ha empleado el cisplatino
como referencia. Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 2.4 y aparecen representados
en la Figura 2.18. las graficas que se han empleado para dilucidar estos resultados se
encuentran en el Apéndice (Figura A2.24) y se han generado mediante el uso del
software Graphpad. En primer lugar, se ha realizado un primer estudio de la
citotoxicidad de los compuestos en la linea celular A549, estos resultados permitieron
descartar del estudio de citotoxicidad a aquellos que presentaban valores de ICso

superiores a 100.
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Tabla 2.4. Valores de citotoxicidad ICso (uM)e e Indice de Selectividad de los compuestos 6 (Cl y
PFs) 7b-PFs y 8c-Cl en las lineas celulares humanas A549, HeLa y BEAS-2B, comparadas con el

cisplatino
ICso° SIP
Compuesto
A549 HeLa BEAS-2B A549 HeLa
6b-Cl 373+£0.76  553+041 12.32+0.21 3.30 2.23
6c-Cl >100 - - - -
6c-PF¢ 2717+144 746+072 51.6+4.71 1.90 0.69
6d-Cl >100 - - - -
6d-PFs >100 - - - -
7b-PFs 32.87+301 746+072 51.6+471 0.73 0.47
8c-Cl >100 - - - -
Cisplatino | 6.45+30.47¢ 13.60+0.99¢ 1.74+0.16 0.27 0.13

a valores de ICso se representan como la media + el error calculado para tres experimentos
diferentes. b Indice de selectividad (SI): ICso en células no tumorales BEAS-2B/ ICs0 en células

cancerigenas (A549 o HeLa)22 < De la referencia.’3* 4De la referencia %
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Figura 2.18. Valores de citotoxicidad ICso (uM) de los compuestos 6 (Cl y PFs) 7b-PFs y 8c-Cl en

las lineas celulares humanas A549, HeLa y BEAS-2B comparadas con el cisplatino.

Para los compuestos 6¢-Cl, 6d-Cl y 8c-Cl, los resultados de los ICso fueron

superiores a 100 uM en la linea celular A549, por lo que se consideran no toxicos y se

descartd su estudio en el resto de lineas celulares (Figura 2.18). La escasa citotoxicidad

de estos compuestos puede atribuirse a su baja solubilidad en el medio bioldgico que se

emplea para realizar este estudio, por esta razon se prepararon los compuestos analogos

que presentaban PFe como contraion, en lugar de Cl;, para comprobar si su cambio
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generaba mejoras en los resultados de citotoxicidad de los mismos. De esta manera, los
complejos 6-PFe, resultaron ser mas solubles que sus homdlogos 6-Cl, disolviéndose sin
problemas en concentraciones maximas de 100 uM. Al evaluar esta nueva familia, se
observo que el valor de ICso en el caso del complejo 6d-PFsfue superior >100 uM en A549,
considerdndose no toxico para las células. Sin embargo, si que se ha observado una
mejora destacable en la actividad antiproliferativa al pasar del 6c-Cl a 6c¢-PFs,
consiguiéndose valores de ICs de 27.17 y 74.60 en células A549 y Hela,
respectivamente, frente a la nula toxicidad de 6¢-Cl. Esta mejora en los resultados de los
compuestos con PFe frente a los que presentan Cl- como contraion puede atribuirse a las
interacciones que se generan entre el aniéon Cl- y los dos grupos NH de las cadenas de
butilamida en la bipiridina del compuesto 6¢-Cl. Esto disminuye su caracter iénico y por
tanto su solubilidad, impidiendo de esa manera que penetre en las células de una forma
mas sencilla. Sin embargo, es muy remarcable que los valores mas bajos en los ICso de
esta familia de complejos son los del derivado 6b-Cl, que presenta una citotoxicidad
superior incluso a la obtenida por el cisplatino, tanto en células A549 (3.73 vs 6.45) como
Hela (5.53 vs 13.60) (Tabla 2.4). Estos valores, son similares a los obtenidos por complejos
estructuralmente parecidos [Ir(C*"N)2(N"N)]PFs (C*N = ppy, dfppy) que presentan como
ligando auxiliar la bipiridina funcionalizada dibutil 2,2"-bipiridin-4,4' -dicarboxilato, y
tienen valores ICso contra las lineas Hela y A549 de 1.7 y 2.3 uM, respectivamente.?*! Por
su parte, el complejo 7b-PFs con la diimina funcionalizada con dos grupos acido
carboxilico ha mostrado cierta actividad citotdxica con valores que se asemejan a los de
6¢-PF6 (32.87 y 51.22 en células A549 y HelLa, respectivamente). Por regla general, todos
los complejos fueron mas activos frente a la linea celular A549 que frente a HeLa, en
concordancia con los resultados obtenidos en trabajos anteriormente publicados por este

grupo de investigacion.202> 263

El estudio del indice de selectividad (SI, del inglés selectivity index) frente a las
lineas tumorales, se ha realizado empleando la linea celular BEAS-2B procedente de
epitelio bronquial humando transformadas por un virus como linea celular no tumoral.
El valor ICso del cisplatino en esta linea celular fue de 1.74 uM, es decir, ligeramente mas
bajo que los obtenidos para las lineas A549 y HeLa, lo que hace que su SI sean inferiores

a1l (0.27 y 0.13, respectivamente) (Tabla 2.4). De acuerdo con los resultados obtenidos
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bibliograficamente, los compuestos que presenten los valores de SI inferiores a 2 son
considerados tdxicos para las células no tumorales, y por lo tanto su viabilidad para su
empleo en clinica queda puesta en entredicho.?” La fiabilidad de este método se
confirma a través de la reproducibilidad de los datos de ICs obtenidos en BEAS-2B y los
valores de SI tanto de la linea celular A549 como para HeLa.?> De entre toda la familia
de compuestos que integran este capitulo, el que mejores indices de selectividad ha
ofrecido es el complejo 6b-Cl tanto en la linea tumoral A549 (3. 30) como en HeLa (2.23).
Estos resultados se explican por los bajos resultados en los ICso en estas células tumorales
(3.73 en A549 y 5.53 en HelLa) en relacion con los obtenidos en BEAS-2B, en las que el
valor ICso fue de 12.32 uM. Los valores SI para los complejos 6c-PFsy 7b-PFs fueron 1.90
y 0.73 (A549) y 0.69 y 0.47 (HeLa), respectivamente (Tabla 2.4), lo que implica una
reducida selectividad hacia las células cancerigenas. Se han descrito previamente valores
de SI bajos (<2) para otros complejos organometalicos con actividades citotoxicas hacia
A549, Hela y otras lineas celulares tumorales,®?® 2% jincluyendo complejos

organometalicos de iridio. %4 225 266

Con el fin de ampliar los conocimientos sobre las posibles aplicaciones de estos
compuestos en el campo de las terapias contra el cancer, se ha examinado su potencial
como agentes fotosensibilizadores (PS). Como ya se ha expuesto en la introduccion de
este capitulo, el eficiente cruce intersistémico (S1 2T1) que presentan los compuestos
ciclometalados luminiscentes con estados excitados de tipo triplete y tiempos de vidas
medias largas, los hace excelentes candidatos para su empleo como PS generadores de

oxigeno singlete.

Asi desde los primeros ejemplos de compuestos de Ir(Ill) (2002)>” o de Pt(II)
(2006)*¢ que presentaron buenos resultados para este comportamiento, son muchos los
complejos de Ru(Il), Ir(Ill) y Pt(Il) que estan siendo investigados activamente, debido a
sus excelentes resultados en la terapia del cancer basada en PDT.5" ¢ 2% De esta manera,
la activacion selectiva de un PS, no tdxico en condiciones normales, por su irradiacion
con luz se esta convirtiendo en una herramienta terapéutica muy atractiva, sobre todo si

el PS es capaz de presentar cierta selectividad por las células cancerigenas.?”
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Teniendo estos antecedentes en cuenta, y dada la capacidad de estos complejos
de iridio para generar !O: al ser irradiados sin sufrir fotodegradacion, se ha decidido
evaluar su potencial para actuar como PS en fototerapia. Se han elegido los compuestos
6c-Cl y 6d-Cl basandonos en su escasa toxicidad en cultivos celulares en condiciones
normales (Tabla 2.4). Con el fin de evaluar también el efecto que tiene el cambio en el
contraion en la induccién de la foto-citotoxicidad, se ha elegido también el compuesto
6¢c-PFe. Por ultimo, se ha evaluado también la foto-citotoxicidad del compuesto 7b-PFe
para comprobar el efecto que tiene colocar los grupos acido carboxilico en el ligando
diimina, en lugar de los grupos ciclometalados (6d-Cl). Previamente, se corrobor6 la
fotoestabilidad de todos los compuestos elegidos para estudiar su potencial como PS
mediante espectroscopia de RMN, demostrando en todos los casos que permanecian

inalterados al estar expuestos durante 10 minutos a luz azul en disolucién de DMSO-d®.

Una vez comprobada la estabilidad de estos compuestos, se ha procedido a
realizar el ensayo de MTS para estudiar su citotoxicidad frente a la linea tumoral A549 a
concentraciones seriadas crecientes de los compuestos, exponiéndolas a cortos tiempos

de irradiacién. (Figura 2.19).
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Figura 2.19. Esquema del montaje de la fotocitotoxicidad en las placas de cultivo con células A549.
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De esta manera, las células A549 se incubaron inicialmente con cada uno de los
complejos, durante una hora a 37°C, en un buffer salino HBSS (del inglés, Hank's balanced
salt solution). Tal y como se ha estudiado por microscopia confocal, este tiempo es
suficiente para asegurar su internalizacion en las células y, por tanto, su interaccién con
las mismas. Una vez pasado este tiempo de incubacion, se procedio a su irradiacion con
una lampara LED de 396 nm situada a 91 mm de distancia, consiguiendo una potencia
de 5 Mw-cm. Los tiempos de irradiacion empleados, se optimizaron para cada uno de

los compuestos: 3 min (7b-PFs), 10 min (6¢c-PFs) y 15 min (6¢-Cl y 6d-Cl) (Ver Apéndice).

Tras la irradiacion, se retira el compuesto disuelto en HBSS y se afiade un nuevo
medio RPMI libre de compuesto, para incubar las células durante un periodo de 72
horas. Finalmente, se evaltia la viabilidad celular (ICs0) para cada compuesto mediante
en ensayo de MTS. Ademads, para aseguranos que tanto el tiempo de exposiciéon de las
células ala luz (hasta 30 minutos) como su potencia no dafia a las células, se ha realizado
una prueba con una placa sin afladir ningtin compuesto, observandose que no genera
ningun efecto en la viabilidad de las células. Después de realizar diferentes pruebas de
tiempos de irradiacion para el compuesto 6¢-Cl, se llegd a la conclusion que el tiempo
maximo de exposicion, para obtener los mejores resultados, sin poner en riesgo la

viabilidad celular, fuese de 15 minutos.

Como era de esperar, los resultados obtenidos de ICso fueron significativamente
mas bajos que los observados para estos compuestos en oscuridad, medidos en las
mismas condiciones. Este hecho refleja la efectividad de estos complejos como
fotosensibilizadores. Asi, como se muestra en la Figura 2.20, los resultados de
citotoxicidad obtenidos tras la irradiacion con luz a 396 nm muestran un aumento
significativo de la actividad antiproliferativa, que se hace muy destacable para el
compuesto 7b-PFs, en el que los valores de ICs bajan de 24.01 uM a 5.63 uM en un tiempo

de irradiacién de tan solo tres minutos (Figura 2.20).

En el caso de los compuestos 6¢-Cl y 6c-PFs, la irradiacion durante 15 y 10
minutos respectivamente, también provoca un aumento en la actividad antiproliferativa
en ambos compuestos, dando lugar a valores de ICso de 14.39 para el que contiene Cl-

como contraiéon y 18.57 uM para su homologo con PFs. En consonancia con estos
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resultados, el compuesto 6d-Cl, que no era citotdxico en condiciones normales, mostrd
un moderado efecto fotoinductivo, rebajando su valor de ICsp a 55.22 uM con tan solo 10
minutos de irradiacion. A tales efectos, podemos afirmar que en todos los compuestos
se genera un mayor efecto citotdxico al ser expuestos a una fuente de irradiacion que en
condiciones normales, lo que puede explicarse por la habilidad que presentan de generar

moléculas de oxigeno singlete en las células cancerigenas.
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Figura 2.20. Curvas de citotoxicidad para la determinacién del ICso representando el logaritmo
de la concentracion del compuesto frente al porcentaje de supervivencia celular tras 72 horas de
incubacion (1 hora de ellas con el compuesto). En rojo representadas las graficas sin irradiacion
con LED, en negro iluminando con el LED (396 nm). El valor se da a través del software

Graphpad. Compuesto a) 6c-Cl, b) 6¢-PFs, c) 6d-Cl y d) 7b-PFe.

2.4.3 Estudios de lipdfila relativa

Tal y como se expone en la introduccion de este capitulo, una de las propiedades
que juega un mayor papel en la actividad de estos compuestos como agentes
antiproliferativos es su lipofilia, un aspecto crucial para las propiedades
farmacocinéticas de estos compuestos. Existen muchas maneras de cuantificar esta
propiedad enlos derivados y una de ellas es valorar el caracter hidréfobo de las muestras
mediante RP-UPLC (Reverse-phase Ultra-high performance liquid chromatography). Para
realizarlo, se han disuelto los compuestos en acetonitrilo, en concentraciones
aproximadas de 1 ppm y se ha utilizado una fase movil compuesta de acetonitrilo con
un 0.1% de HCOOH (A) y H20 con un 0.1% de HCOOH (B). La valoracién del caracter

lipdfilo para cada compuesto se realiza a partir de los valores de los tiempos de retencion
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(tR). Este método se basa en estudiar los valores de los tiempos que tarda cada
compuesto en salir de la columna (en este caso una columna con fase estacionaria
hidréfoba Aquity UPLC BEH C18). Asi, las interacciones relativas que se generan entre
la fase estacionaria y la fase movil hidrofila con cada complejo daran, en cada caso, un
valor de tR. Los tiempos de retencion elevados se atribuyen a fuertes interacciones, lo
que conlleva un mayor cardcter lipofilico.2¢%» 2’1 En esta familia de compuestos de Ir(III)
se observa como tendencia que la presencia de sustituyentes en los grupos
ciclometalados disminuye notablemente los tR (H>CHO > COOH) (Figura 2.21), siendo
ambos compuestos con la difluorofenilpiridina como ligando ciclometalado los que
presentan tR mas elevados 6b-Cl (tR = 3.28) y 7b-PFs (tR = 1.99). Estos resultados
concuerdan con el mayor caracter citotoxico del compuesto 6b-Cl (Tabla 2.4), en relacion
al del resto de derivados que componen esta familia. En cambio, las diferencias entre los
tR del resto de compuestos fueron demasiado pequefias para asegurar una relacion clara
entre los resultados y sus actividades citotdxicas.
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Figura 2.21. Tiempos de retencion (minutos) de los picos ionizados [M]* de los compuestos.
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El NADH (dinucleétido de nicotinamida adenina en su estado reducido) y la
forma oxidada de este cofactor (NAD") son enzimas que juegan un papel crucial en
reacciones red-ox o de isomerizacion?? y numerosos procesos bioldgicos, tales como la
muerte celular, el control del estrés oxidativo o en el metabolismo general del cuerpo. Su
presencia es fundamental tanto para el equilibrio red-ox celular como para las cadenas
de transporte de electrones de las mitocondrias. Por lo tanto, cualquier alteracion en la

concentracion intracelular de esta especie podria conducir a la muerte celular.?”®

Se ha demostrado en ensayos in vivo que la transformacion del NADH a su forma
oxidada puede generar especies reactivas de oxigeno (ROS), como el H202, y acabar
provocando la apoptosis en la célula a través de mecanismos antineopldsicos de
oxidacién debidos a la acumulacién de estas especies. Siguiendo esta linea, estudios
recientes han demostrado que algunos complejos de Ir(IlI) y Os(II) presentan actividad
anticancerigena a través de mecanismos de accién red-ox no muy habituales, y que
implican la foto-oxidacidn catalitica de NADH a NAD* a través de la formacion de H202
y ROS mediante reacciones de transferencia de hidrégeno.?* Por esta razén, la
cuantificacion de cambios en el equilibrio NADH/NAD* es un método efectivo para
saber si estos compuestos pueden provocar un aumento en la concentracion de ROS por

este mecanismo.

Como se muestra en las Figura 2.22, el estudio de la interaccion con el NADH se
ha realizado con el complejo que presentaba mayor potencial citotoxico 6b-Cl. Se ha
monitorizado la reaccion del compuesto, en concentracion 1 uM, con NADH (100 uM)
en una disolucion acuosa con metanol al 20% mediante UV-Visible a 298 K, durante un
periodo de 8 horas. Tal y como se observa en la Figura 2.22, la absorbancia a 339 nm,
(absorbancia maxima correspondiente al NADH) sufre un significativo decaimiento con
el tiempo mientras se observa el incremento en la intensidad de la banda que aparece a
259 nm (absorbancia maxima de NAD"). Este hecho indica que se estd produciendo una
interaccion entre el compuesto 6b-Cl y el NADH generando NAD*.22 2% La diferencia
entre la absorcion a 339 nm en el tiempo 0 y la obtenida a las 8 horas da el conocido

“numero de intercambio” (TON de su acrénimo en inglés, turnover number), que en el
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caso del compuesto 6b-Cl fue de 14.0, lo que demuestra que este derivado puede actuar
como catalizador de la oxidacién endogena de NADH. Por tanto, podria ser una diana
mitocondrial, induciendo la desestabilizaciéon de la homeostasis red-ox y, en ultima

instancia, causando apoptosis.
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Figura 2.22. Seguimiento de la oxidacion del NADH (100 uM) a NAD* por el compuesto 6b-Cl en
una mezcla H:O/MeOH (80/20) por espectroscopia de absorcién UV-Visible en condiciones de

oscuridad

En coherencia con muchos de los estudios realizados sobre compuestos de Pt
citotoxicos, se ha estudiado la posible interaccion con el ADN. Esta interaccion puede
darse mediante enlaces covalentes de estos compuestos a las bases nitrogenadas de las
cadenas de ADN o actuando como intercaladores en el ADN, en funcion de los ligandos
auxiliares que componen dichos compuestos. En este trabajo se han elegido los
compuestos 6b-Cl, 6¢-PFs y 7b-PFs que resultaron ser citotdxicos en condiciones de
oscuridad para realizar el estudio de su interaccion con el ADN. Para ello se llevaron a
cabo estudios de electroforesis en un gel de agarosa con el fin de comprobar si estos
compuestos inducian un cambio en la movilidad del plasmido pBR322, manteniendo las
mismas condiciones y concentraciones molares crecientes que se emplearon para el
compuesto de referencia, el cisplatino, y el derivado no citotoxico 6d-PFs (Figura 2.23).
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Como ya es sabido, el cisplatino actiia uniéndose al ADN. En este caso, al unirse con el
ADN plasmidico genera cambios en la movilidad electroforética de las dos formas
principales que tiene este plasmido (pBR322) (CCC, “covalently closed circular” o
superenrollado y OC “open circular” o relajado). En el caso particular del cisplatino, los
cambios que se observan son un incremento de OC en detrimento de la CCC (Figura
2.23, parte superior izquierda).20?> 2!1c 2603, 276 Sin embargo, ninguno de los compuestos
estudiados en este capitulo muestran un comportamiento similar al observado en el
cisplatino, tal y como se muestra en la Figura 2.23, lo que indica que estos compuestos
no interaccionan con el ADN o al menos no alterando la movilidad del mismo en los

geles de agarosa.
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Figura 2.23. Ensayo de la movilidad del plasmido pBR322 mediante electroforesis para el

cisplatino y los compuestos 6b-Cl, 6¢c-PFs 6d-PFs y 7b-PFe¢ en concentraciones molares

crecientes de los compuestos (ratios), (bp, base pairs)

Debido a las propiedades luminiscentes de esta familia de complejos, que
presentan emisiones intensas en disolucion dentro del rango del visible, se han podido
realizar experimentos para averiguar el tiempo que tardan en internalizarse dentro de
las células y conocer su localizacion celular in vitro a través de microscopia confocal.
Ademas de presentar estas propiedades fotofisicas propias de los compuestos catidnicos
ciclometalados de Ir(Ill), algunos de ellos presentan, a su vez, una baja citotoxicidad en

condiciones de oscuridad, por lo que se procedi6 a estudiar su posible empleo como
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biomarcadores luminiscentes. Las imagenes obtenidas por microscopia confocal revelan,
como ya se indicaba en los estudios de interaccion con el ADN, que ninguno de los
compuestos muestra una localizacion intranuclear en células A549, tal y como se

muestra en las imagenes (Figuras 2.24 y 2.25).

Como muestra la Figura 2.24 como ejemplo de los estudios llevados a cabo, se
realizo un primer ensayo del tiempo de internalizacion de los compuestos en las células.
En concordancia con los resultados de citotoxicidad (ICs), los compuestos 6¢-Cl y 6d-C1
(ademas del 8¢-Cl) no entraron en las células y precipitaron en el medio como muestran
las Figuras 2.24 A y B. En cambio, los compuestos homdlogos que presentan PFs como
contraion (6¢-PFs y 6d-PFs) comienzan a internalizarse en la primera hora de incubacion
(Figura 2.24 C y D). Ademads, y de acuerdo con los resultados obtenidos de la
citotoxicidad de dichos compuestos, la exposicion del compuesto 6¢-PFe (32 pM) con las
células durante 24 horas provoca la muerte de la mayoria de las células, mientras que no
se observan efectos de toxicidad sobre las células con el compuesto 6d-PFs durante ese
mismo periodo de tiempo (Figuras 2.24 E y F, respectivamente)

20 min 1 hora 24 horas

cl PF,

Figura 2.24. Imagenes de microscopia laser confocal de células A549 vivas incubadas con los
compuestos 6¢ y 6d (Cl y PFs) en concentracion 32 pM. A y B: Células incubadas con 6¢-Cl y 6d-
Cl, respectivamente (t = 20 min; Aex = 405 nm). C y D: Células incubadas con 6c-PFs y 6d-PFs,
respectivamente (t = 1 hora; Aex = 405 nm). E y F: Células incubadas con 6c-PFs y 6d-PFs,

respectivamente (t = 24 horas; Aex =405 nm).
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Siguiendo en esta linea, se ha llevado a cabo el estudio para determinar la
localizacion celular del compuesto 6b-Cl en la misma linea celular A549 (Figura 2.25B).
Para ello, se ha empleado una concentracion de 16 uM debido a su elevada citotoxicidad
(tiempo maximo de incubacion de 1 hora) y velocidad de internalizacion. Para realizar
este estudio, se han empleado diferentes marcadores con el fin de averiguar y
profundizar en la localizacion celular de este compuesto. Se han utilizado como
marcadores lysotracker (lisosomas en rojo, Figura 2.25A), Hoerchst (ntcleo en azul,
Figura 2.25C) y Mitotracker (mitocondrias en rojo, Figura 2.25E Y F). Al superponer los
tres canales de emision correspondientes a lisosomas, nticleos y compuesto se obtiene la
Figura 2.25D, en la que se pone de manifiesto que el compuesto 6b-Cl se localiza

predominantemente en los lisosomas.

Figura 2.25. Imagenes de microscopia confocal de células vivas A549 incubadas con el compuesto
6b-Cl durante 1 h. con una concentraciéon de 16 pM con diferentes marcadores intracelulares. A)
Lisotraker (marcador lisosomal, Aex =543 nm), B) 6b-Cl (Aex = 405 nm), C) Hoerchst (marcador
nuclear, Aex =405 nm), D) Superposicion de las imagenes de los canales A, By C. E y F) células
marcadas con el marcador mitocondrial (Mytotracker, Aex=633 nm), en rojo y Hoerchst (marcador

nuclear, Aex=405nm en azul) a tiempo 0 (E) y a 1 hora (F).

A pesar de que los resultados obtenidos revelan que el compuesto se localiza en
los lisosomas, el seguimiento a tiempo real del proceso revela que actiia dafando a las
mitocondrias, organulos en los que, de hecho, no se observa acumulacion de este
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compuesto. Tal y como se presenta en la Figura 2.25 (E y F), una hora de incubacion de
las células con el compuesto 6b-Cl, provoca un desequilibrio en el potencial de
membrana mitocondrial y de su integridad, lo que puede desencadenar la muerte celular

bien por procesos apoptdticos o por necrosis.

Dados estos resultados en la linea celular A549, se decidid realizarlos con
fibroblastos de pulmoén de raton. Como se observa en la Figura 2.26A, este estudio
también revela un dafio en las mitocondrias al pasar una hora de incubacion en presencia
de 6b-Cl. Ademas, corrobora los resultados obtenidos con la linea celular A549, como se
aprecia en la Figura 2.26G en la que la emision verde correspondiente al compuesto 6b-
Cl selocaliza en zonas muy diferenciadas con las emisiones violetas de las mitocondrias.
Todo esto sugiere que el mecanismo de accion de este compuesto puede pasar por el
dafio ala integridad de las mitocondrias, aunque no se localice en estos organulos. Como
se ha demostrado anteriormente, este compuesto altera el equilibrio entre el cofactor
NADH y su forma oxidada NAD* produciendo ROS, lo que precisamente altera las

funciones mitocondriales y puede provocar la muerte celular.

Fibroblastos marcados con
mitotracker incubados
durante 1 hora con 6b-Cl.

Figura 2.26. Imagenes de microscopia confocal de fibroblastos vivos estimulados con un laser y
marcados con: A) Mitotracker (verde) incubados con 6b-Cl a t=0y t =1 hora. B) con Lisotraker
(marcador lisosomal, Aex = 543 nm). C) con Mytotracker (marcador mitocondrial, Aex = 633 nm).
D) 6b-Cl (Aex= 405 nm). E) Hoerchst (marcador nuclear, Aex=405 nm). F) Superposicién de By D,
G) Superposicion de Cy D.
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Es muy llamativo el comportamiento que presentaron las células A549 incubadas
con el compuesto 7b-PFs (45 uM) al realizar el seguimiento por microscopia confocal. Se
observd un comportamiento inesperado en las células que habian sido expuestas
directamente a la irradiacion del laser a Aex = 405 nm, mostrando un mayor incremento
de la toxicidad en esas células, en relacion con aquellas adyacentes que no habian sido
irradiadas (Figura 2.27). Este efecto no se ha observado para el resto de los derivados
estudiados en este capitulo y tampoco se observa al exponer las células sin compuesto
al laser. Sin embargo, en el caso del compuesto 7b-PFs,la estimulacion con el laser a 405
nm del microscopio confocal no solo increment6 la toxicidad del mismo, sino que
también incremento su fluorescencia, como se observa en la parte central de las imagenes
de la Figura 2.27. Al incubar las células con el compuesto (canal verde) y el marcador
mitocondrial MitoTracker (canal violeta), se observa la perdida de la integridad
estructural de la membrana y, finalmente, de todo el organulo al exponerlas a Aex 405 de
un laser. Se ha comprobado que la exposicion al laser de Aex 633 nm de las células
incubadas con 7b-PFs y el marcador Mitotracker no provoca dafios en las mitocondrias
ni tampoco incrementa la citotoxicidad del compuesto, por lo que se puede decir que
este compuesto incrementa su toxicidad al excitarlo con una longitud de onda de 405
nm, provocando tanto el aumento de la fluorescencia como toxicidad mitocondrial,
posiblemente debido a la formacion de ROS. Este efecto sobre las mitocondrias es un
factor muy importante para el estudio de su mecanismo de accion, pues estos organulos
desempenan funciones vitales para la supervivencia celular como la generacion de
energia, el mantenimiento del equilibrio red-ox intracelular y el metabolismo. Ademas,
esto se ve reforzado por los resultados que se han obtenidos en complejos ciclometalados

de Ir que provocan dafnos en estos orgdnulos a través de la formacion de ROS.2”
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Figura 2.27. Seguimiento durante 20 minutos por imagenes de microscopia confocal de células
vivas de A549 con el compuesto 7b-PFs (45 uM). Imagenes superiores de las células incubadas
con 7b-PFs (verde) irradiadas con un laser de 405 nm. Imagenes inferiores de las células incubadas
con 7b-PFs y el marcador mitocondrial Mitotracker (violeta) irradiadas con un laser de 405 nm y

633 nm.
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Tabla A.2.1. Distancias de enlace (A) y dngulos (°) para [Ir(dfppy)2(dbbpy)]Cl-3CHCls
(6b-3CHC), [Ir(COOHdfppy)2(dbbpy)]PO2F2-CsHsO (6d-PO2F2-CsHeO).

6b-C1-2CHCls
Ir(1)-N(1) 2.049(2) | Ir(1)-C(10) 2.008(2)
Ir(1)-N(2) 2.125(2) | Cl(1)--H(3A) 2.458(1)

Cl(1)--H(16) 2.601(1)

N(D-Ir(1)-C(10) | 80.46(8) | N(1)-Ir(1)-C(10") 95.73(8)
N(D-Ir(1)-N(1") | 174.63(9) | N(2)-Ir(1)-N(2") 73.7(1)

N(D-Ir(1)-N(2) | 96.19(7) | N(1)-Ir(1)-N(2") 88.01(7)
6d-PO:Fz-acetona

Ir(1)-N(1) 2.042(3) | Ir(1)-N(1" 2.048(3)
Ir(1)-C(10) 2.009(4) | Ir(1)-C(10") 2.002(3)
Ir(1)-N(2) 2.131(3) | Ir(1)-N(2") 2.127(3)
C(13)-O(1) 1.316(6) | C(25)-O(3) 1.307(5)
C(13)-O(2) 1.217(6) | C(25)-O(4) 1.193(5)

N(1)-Ir(1)-C(10) | 80.5(1) N(1")-Ir(1)-C(10") 80.2(1)
N(1)-Ir(1)-N(1") | 174.6(1) | N(1)-Ir(1)-C(10") 94.7(1)
N(1)-Ir(1)- 97.3(1) N(2)-Ir(1)-N(2") 76.7(1)
N(2)-Ir(1)-N(1) | 96.3(1) N(2)-Ir(1)-N(1") 98.6(1)
N(2)-Ir(1)-N(1") | 86.3(1) N(2')-Ir(1)-N(1) 86.7(1)
O(1)-C(13)-O(2) | 124.1(3) | O(3)-C(25)-O(4) 122.2(4)




Tabla A.2.2A Geometrias optimizadas por calculos DFT en los estados fundamental y triplete de

los compuestos 6b-Cl y 6¢-Cl en DMSO

6b-Cl 6c-Cl
So T1 Rayos-X So T1
Ir(1)-N(1) 2.083 2.080 2.049 2.082 2.078
Ir(1)-N(1") 2.082 2.080 2.049 2.082 2.078
Ir(1)-C(10) 2.021 2.000 2.008 2.015 2.003
Ir(1)-C(10") 2.021 2.000 2.008 2.015 2.003
Ir(1)-N(2) 2.203 2.187 2.125 2.196 2.175
Ir(1)-N(2) 2.199 2.189 2.125 2.196 2.176
N(1)-Ir(1)-N(1") 173.57 | 176.44 174.63 174.21 176.4
N(1)-Ir(1)-C(10) 80.09 80.88 80.45 80.15 80.8
N(1")-Ir(1)-C(10") 80.06 80.85 80.45 80.15 80.79
N(1)-Ir(1)-C(10") 95.33 96.72 95.74 95.7 96.74
N(1")-Ir(1)-C(10) 95.28 96.70 95.73 95.7 96.73
N(2)-Ir(1)- N(2") 75.18 75.44 77.29 75.44 75.94
N(2)-Ir(1)-N(1) 87.92 87.14 88.01 87.79 86.53
N(2)-Ir(1)-C(10) 97.90 94.91 96.11 97.67 95.09
N(2)-Ir(1)-N(1") 97.18 95.71 96.19 96.8 96.3
N(2)-Ir(1)-C(10) 172.67 | 169.57 172.76 172.65 170.8
N(2')-Ir(1)-N(1) 97.32 95.81 96.19 96.8 96.28
N(2)-Ir(1)-C(10) 172.76 | 170.00 172.76 172.64 170.8
N(2)-Ir(1)-N(1") 87.80 87.00 88.02 87.79 86.56
N(2")-Ir(1)-C(10%) 97.85 94.48 96.11 97.68 95.16
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Tabla A.2.2B Geometrias optimizadas por calculos DFT en los estados fundamental y triplete de
los compuestos 6d-Cl y 7b-PFs en DMSO

6d-Cl 7b-PFs
So T1 X-ray So T1
Ir(1)-N(1) 2.055 2.078 2.042 2.078 2.083
Ir(1)-N(1") 2.055 2.078 2.048 2.013 2.080
Ir(1)-C(10) 1.999 2.002 2.009 2.079 1.997
Ir(1)-C(10%) 1.999 2.001 2.002 2.011 1.997
Ir(1)-N(2) 2.158 2.18 2.131 2.219 2.195
Ir(1)-N(2) 2.158 2.18 2.127 2.223 2.080
N(1)-Ir(1)-N(1") 173.8 176.3 174.61 173.21 176.19
N(1)-Ir(1)-C(10) 80.33 80.75 80.49 80.23 80.79
N(1")-Ix(1)-C(10") 80.33 80.76 80.22 80.25 80.77
N(1)-Ir(1)-C(10%) 95.24 96.73 94.68 95.35 96.57
N(1")-Ix(1)-C(10) 95.22 96.73 97.34 95.36 96.65
N(2)-Ir(1)- N(2') 76.25 75.71 76.66 74.56 74.72
N(2)-Ir(1)-N(1) 87.89 86.88 86.32 88.63 95.39
N(2)-Ir(1)-C(10) 97.48 94.76 99.12 98.69 95.56
N(2)-Ir(1)-N(1") 96.97 96.03 96.27 98.34 96.29
N(2)-Ir(1)-C(10%) 173.3 170.3 173.90 172.62 170.03
N(2")-Ir(1)-N(1) 96.98 96.05 98.56 86.83 87.14
N(2')-Ir(1)-C(10) 173.3 170.2 175.70 173.90 169.80
N(2")-Ir(1)-N(1") 87.9 86.97 86.66 86.50 86.70
N(2")-Ir(1)-C(10") 97.44 94.89 97.94 98.13 95.95
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Tabla A.2.3. Composicion (%) de los Orbitales Frontera MOs en términos de ligandos y metales
en el estado fundamental de 6b-Cl, 6¢-Cl, 6d-Cl y 7b-PFs en DMSO.

6b-Cl
MO eV Ir dfppy dbbpy Cl
LUMO+5 -1.14 2 91 7 0
LUMO+4 -1.73 3 91 6 0
LUMO+3 -1.74 1 7 92 0
LUMO+2 -1.82 4 95 1 0
LUMO+1 -1.85 1 5 94 0
LUMO -2.63 3 1 96 0
HOMO -5.93 38 60 2 0
HOMO-1 -6.39 7 92 1 0
HOMO-2 -6.50 16 83 1 0
HOMO-3 -6.71 10 6 23 62
HOMO-4 -6.71 59 32 8 1
HOMO-5 -6.75 42 29 8 21
6c-Cl
MO eV Ir CHOdfppy dbbpy Cl
LUMO+5 -1.75 0 81 18 0
LUMO+4 -1.82 1 27 72 0
LUMO+3 -1.89 1 14 85 0
LUMO+2 -1.97 6 79 15 0
LUMO+1 -2.09 5 94 2 0
LUMO -2.71 3 1 96 0
HOMO -6.27 36 63 2 0
HOMO-1 -6.65 7 91 2 0
HOMO-2 -6.73 0 1 19 80
HOMO-3 -6.78 19 78 2 0
HOMO-4 -6.83 0 1 6 93
HOMO-5 -6.89 0 1 21 78
6d-Cl
MO eV Ir COOHdfppy dbbpy Cl
LUMO+5 -1.21 2 93 6 0
LUMO+4 -1.71 1 10 89 0
LUMO+3 -1.74 3 66 31 0
LUMO+2 -1.81 3 29 69 0
LUMO+1 -1.87 4 95 1 0
LUMO -2.62 3 1 96 0
HOMO -6.49 35 63 2 0
HOMO-1 -6.88 7 91 1 0
HOMO-2 -7.00 16 82 2 0
HOMO-3 -7.12 4 3 47 46
HOMO-4 -7.17 45 28 27 0
HOMO-5 -7.21 10 5 82 3
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7b-PFs
MO eV Ir dfppy 3,3"-Hzdcbpy
L+5 -1.25 2 93 5
L+4 -1.81 4 91 5
L+3 -1.91 4 94 2
L+2 211 2 4 94
L+1 -2.23 1 3 96
LUMO -3.02 2 2 96
HOMO -6.04 37 61 2
H-1 -6.48 6 94 1
H-2 -6.59 12 87 1
H-3 -6.86 66 29 5
H-4 -6.89 49 44 7
H-5 -6.97 18 79 3
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Tabla A.2.4. Energias de excitacidn verticales a estados singlete y estados triplete desde el estado (So)
calculadas por TDDFT/SCRF (DMSO) con los orbitales que participan en la transicién para 6b-Cl, 6c-
Cl, 6d-Cl y 7b-PFe.

Estado A/nm f Transicion (% Contribucion)
T1 477.98 - HOMO—-LUMO (96%) ML'CT/LL'CT
H-4—LUMO (24%), HOMO—L+2
T2 428.12 - ML'CT/LL'CT
(15%)
H-1-L+2 (34%), HOMO—L+2
6b-Cl T 423.60 - ML'CT/LL'CT/IL
(35%)
S1 471.67 0.0004 HOMO—-LUMO (99%) ML'CT/LL'CT
Ss 384.29 0.0414 H-1-LUMO (94%) ML'CT/LL'CT
S4 370.17 0.0577 HOMO—L+1 (96%) ML'CT/LL'CT
T1 439.69 - HOMO—-LUMO (75%) ML'CT/LL'CT
H-1-L+2 (18%), HOMO—L+1
T2 427.76 - LL'CT/IL/MLCT
(50%)
S1 426.82  0.0007 HOMO—LUMO (98%) ML'CT/LL'CT
H-8—-LUMO (44%), H-3—LUMO
Sz 364.51 0.0004 MLCT
(52%)
6c-Cl Ss 363.62 0.0811 H-1-LUMO (91%) ML'CT/LL'CT
S4 359.64 0.0811 HOMO—L+1 (92%) MLCT
H-7-LUMO (23%), HOMO—L+2
Ss 345.74 0.0717 MLCT/ML'CT
(56%)
H-7-LUMO (47%), HOMO—L+2
S1o 34156 0.1068 MLCT/ML'CT
(29%)
Su1 338.209 0.0422 H-6—LUMO (87%)
T1 443.84 - HOMO—LUMO (82%) ML'CT/LL'CT
H-1-L+3 (16%), HOMO—L+1
Ts 416.23 - ML'CT/LL'CT
(41%)
S1 409.55 0.0007 HOMO—LUMO (97%) ML'CT/LL'CT
H-5-LUMO (11%), H-4—-LUMO
Sz 351.61 0.0008
(44%) ML'CT/LL'CT
H-2—-LUMO (43%)
6d-Cl Ss 348.41 0.0973 H-1-LUMO (86%) ML'CT/LL'CT
Sy 341.07 0.0669 HOMO—L+1 (94%) MLCT
H-6—LUMO (18%), H-3—LUMO
Ss 330.18 0.0638
(17%), HOMO—L+2 (21%), L'LCT/ MLCT
HOMO—L+3 (30%)
H-6—LUMO (13%), H-3—-LUMO
Se 327.71  0.0837 IL/ML'CT/LL'CT/
(26%), HOMO—L+2 (27%),
L'LCT
HOMO—L+3 (12%)
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Tabla A.2.4. Energias de excitacidn verticales a estados singlete y estados triplete desde el estado (So)
calculadas por TDDFT/SCRF (DMSO) con los orbitales que participan en la transicién para 6b-Cl, 6c-
Cl, 6d-Cl1y 7b-PFs.(Continuacion)

Estado A/nm f Transicion (% Contribucion)
T 53234 - HOMO—LUMO (95%) ML'CT/LL'CT
H-6—LUMO (26%), H-3—LUMO
T.  439.04 - - (26%), H-3— ML'CT/LL'CT
(43%), H-2—LUMO (15%)
T H-4—LUMO (22%), H-1-LUMO
o779 - - (22%), H-1= ML/CT/LL/CT
(57%)
S 52460 0.0008 HOMO—LUMO (98%) ML'CT/LL'CT
S, 42361 0.0114 H-1-LUMO (94%) LL'CT
H-4—LUMO (66%), HOMO—L+1
Ss  389.88 0.0178 - ((18;)) - ML'CT/LL'CT
H-4—LUMO (16%), HOMO—1L+1
Se 38689 0.0174 ML’CT/LL/CT
(73%)
Ss  367.00 0.0541 HOMO—LA3 (93%) MLCT
H-5-LUMO (86%), H-4—>LUMO
Sy 35924  0.0104 12% ML’ CT/LL/CT
Sis 311.86 0.0638  H-4—L+1 (22%), H-1—L+3 (42%) ML'CT/LL/CT
7b-PFs | g 31111 00143  H-4-L+1 (24%), H-1—L+3 (36%) ML/CT/LL/CT
H-4—L+1 (13%), H-3—L+3 (21%), H-
Sis 30845  0.0252 —LH1 (13%), H-3—-143 (21%) ML’ CT/LL/CT
25143 (45%)
] s0s00 ogss 2oL (10%) HA—Led (62%) MLCT
v ‘ ‘ HOMO—L+5 (15%)
S 30355 0.0524  H-3—L+2 (52%), H-2—L+2 (18%) MLCT
Su o 30185 0.0232 H-4—L+2 (10%), HOMO—L+5 (57%) MLCT
s 30155 0.0515
“ H-4—1+2 (40%), H-3—L+4 (10%), H- MLOT
2>1+4 (12%), HOMO—L+5 (10%)
H-9LUMO (10%), H-6—LUMO
S 29525 0.1587  (45%), H-4—L+2 (11%), H-3—L+2 MLCT
(10%)
Sk 29322 0.0737  H-3—L+3 (42%), H-2—1+3 (25%) MLCT
Sy 28629  0.1598 H-4—L+4 (56%) MLCT
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Figura A.2.19. Espectros UV-Vis calculados (en barras) y experimentales de los compuestos 6b-
Cl, 6¢-Cl, 6d-Cl y 7b-PFe en DMSO

Tabla A.2.5. Composicion (%) de los Orbitales Frontera MOs en términos de ligandos y metales
en el estado triplete de 6b-Cl, 6¢-Cl, 6d-Cl y 7b-PFs en DMSO

6b-Cl eV Ir dfppy dbbpy Cl
SOMO -353 2 1 97
SOMO-1 512 42 55 3
6¢-Cl eV Ir CHOdfppy dbbpy Cl
SOMO -3.65 2 1 97 0
SOMO-1 -5.48 41 51 8 0
6d-Cl eV Ir COOHdfppy dbbpy Cl
SOMO -3.60 2 1 97
SOMO-1 -537 42 53 5
7b-PFe eV Ir dfppy 3,3’ -Hzdcbpy -
SOMO 415 2 2 96 -
SOMO-1 -5.27 40 57 3 -
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Figura A.2.20. Espectros de RMN 'H del compuesto 6b-Cl en DMSO-ds.
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Figura A.2.22. Espectros de RMN 'H del compuesto 7b-PFs en DMSO-d¢.
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Figura A.2.23. Espectros de RMN 'H del compuesto 7b-PFs en DMSO-d¢ (a) en oscuridad y (b)
tras 10 minutos de irradiacioncon luz azul
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Figura A.2.24. Curvas dosis-respuesta para la determinacion de los valores de citotoxicidad

ICsopara todos los compuestos estudiados en relacion a la dada por el cisplatino en las lineas

celulares A549, HeLa y BEAS-2B. a) ICs0 de los compuestos considerados no citotdxicos con

ICs0 > 100 (6d-CL 6¢-Cl: 99.8 uM, 6d-PF,: 132.8 uM) en A549. b) IC, de 6b-Cl, 6¢-PF,, 7b-PF, y

del cisplatino (CisPt) en A549, HeLa y BEAS-2B. El valor de ICsocorresponde a la dosis minima

necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular, calculado de manera experimental con la

dependencia de la supervivencia celular a la dosis de compuesto durante 72 h.
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Capitulo 3

Sintesis y propiedades opticas de compuestos de Ir(I11):
Integracion el LECs

3.1. Introduccion

El desarrollo de los sistemas de iluminacién en estado sélido (SSL del inglés solid
state lighting) se basa en el concepto de la electroluminiscencia y fue uno de los
principales descubrimientos de finales del siglo XX. Este descubrimiento ha generado
un fuerte impacto en la vida de los seres humanos, tanto a nivel cientifico como
cotidiano, teniendo un efecto a nivel global. Inicialmente, el fenémeno de
electroluminiscencia en materiales inorganicos, fue descubierto por Destriau y
colaboradores en 1936, al observar la emision de luz procedente de un solido
fosforescente pulverulento de ZnS colocado entre dos electrodos en atmosfera de

vacio.2’8

OLED

LED LEC

Figura 3.1. Dispositivos basados en SSL (iluminacién en estado sélido).

En el caso de la electroluminiscencia, la aplicacion de un campo eléctrico a un
material genera la emision de luz sin la generacion adicional de energia térmica.
Precisamente, esa falta de desactivacion no radiativa es lo que hace tan atractiva a la
electroluminiscencia en relacion a la fotoluminiscencia, en la que la emision se produce
como consecuencia de la generacion de estados excitados por la absorcidon de luz de un
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material, que finalmente acaban relajandose a través de mecanismos de decaimientos

radiativos y no radiativos.?””

De hecho, la tecnologia y arquitectura en la que se basan estos dispositivos
electroluminiscentes son lo que hace posible la emision de luz de forma mas eficiente.
Entre las formas de presentarse, estos dispositivos pueden estar formados por una tinica
pelicula fina o basados en una estructura multicapa formadas por materiales
semiconductores orgdnicos y/o inorganicos.?®? En estas capas, es donde se produce la
emision de luz a través de la desactivacion radiativa de los excitones generados al aplicar
un campo eléctrico externo. Estos excitones se forman a través de la recombinacion de
transportadores de cargas de signos opuestos (electron-hueco) inyectados en la matriz
de un material semiconductor. Asi, en contraste con otras fuentes de luz tradicionales,
la SSL permite la generacion de luz de una manera mas eficiente, con una mayor

estabilidad y brillo y sin que se produzca calor.?!

Este descubrimiento impuls6 pronto la comercializacion de nuevos dispositivos
basados en esta tecnologia. A principios de los afios 60, ya estaban a la venta y
disponibles a nivel global los primeros LEDs (light-emitting diodes) basados en
semiconductores inorganicos de GaAsP.?® Estos primeros dispositivos emitian
principalmente en rojo, dado que el color depende del salto energético entre las bandas
de valencia y conduccion (gap electronico) del material semiconductor empleado. Por
esta razon, el desarrollo y la busqueda de nuevos materiales impulso el incremento de
lainvestigacion en esta area. De esta forma se estudiaron y emplearon nuevos materiales
formados principalmente por compuestos de los grupos Ill y V de la Tabla periddica
(GaAs, GaP, AlGaAs, InGaP, GaAsP, GaAsInP, o AlInGaP) para acceder asi a un mayor

abanico de colores.?3

Profundizando un poco en la composicion y funcionamiento de los LEDs, estos
pueden definirse como pequenas fuentes de luz formadas por una fina pelicula de
semiconductores inorganicos, en la que se combinan diferentes elementos como el indio,
galio, fésforo o el nitrogeno entre otros, dando lugar a la formaciéon de un diodo.>'* Asi,
esta pelicula consta de al menos tres capas, tal y como se muestra en el esquema de la

Figura 3.2. Una capa con un semiconductor extrinseco de tipo n y exceso de cargas
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negativas o electrones (capa-n), una segunda capa con un semiconductor extrinseco de
tipo p, cargado positivamente con huecos o defecto de electrones (capa-p), y la zona de
contacto entre ambas capas, dando lugar a la union p-n o capa activa, en la que se
produce la generacién de luz. El proceso emisivo comienza al aplicar una diferencia de
potencial, haciendo que los electrones y los huecos se desplacen en direccion contraria
hacia la capa activa, donde se produce la recombinacion de cargas que genera los
excitones y, finalmente, la luz. La emision de estos dispositivos presentara una longitud
de onda dependiente del salto electronico de la transicion entre la banda de valencia y
la de conduccion, que depende directamente del material semiconductor del que se
compone el LED. De hecho, tanto la eficiencia como la estabilidad que presentan estos
dispositivos junto con el ahorro econdmico y energético que generan?* son algunos de
los factores que les ha colocado entre los mas empleados para su uso en pantallas,
iluminacién, vehiculos, publicidad o decoracion.?® Sin embargo, los LEDs presentan
ciertas desventajas como la sensibilidad a los cambios de temperatura o a la tension, lo
que afecta de manera drastica a la calidad de la luz generada. Ademas, otro aspecto
preocupante y que se ha evidenciado mas en estos ultimos afios es el del tipo de
materiales que se necesitan para su fabricacion. Materiales formados por elementos tales
como indio, galio, fésforo y nitrégeno que, ademas, pueden estar dopados con metales
de tierras raras como cerio o itrio. En general, estos materiales son poco accesibles y
contaminantes, con una vida util corta o escasa reciclabilidad.’’@ En este contexto, los
OLED (organic light-emitting diodes) y los LECs (light emitting electrochemical cells) se
perfilan como alternativas interesantes (Figura 3.2). En estos casos, los denominados
semiconductores organicos, tales como moléculas organicas, polimeros y/o compuestos
de coordinacion, son los responsables tanto de la inyeccion, como del transporte de los

huecos y electrones involucrados para generar la emision.

En 1963 se publican los primeros estudios en los que se observo como moléculas
organicas como el antraceno podian generar electroluminiscencia.?¢ Sin embargo, las
bajas eficiencias y cortos tiempos de vida de estos dispositivos hicieron que el interés se
centrase mas en el desarrollo de dispositivos con materiales inorganicos. No fue hasta
finales de los afios 1980s cuando otros grupos como los de Tang y VanSlyke?*’ o el de

Saito y Tsutsui®® empezaron a desarrollar nuevos dispositivos basados en materiales
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organicos, resolviendo algunos inconvenientes como los elevados costes derivados de la
fabricaciéon de los dispositivos mediante deposicion de vapor. Esto se resolvié mediante
el desarrollo de OLEDs de una sola capa activa de conjugados poliméricos poly(p-

fenilenvinileno) (PPV).2®

LED OLED
—

Mavimiento de Movimiento de

huecos electrones

catodo
E\ectroi:io_ Electrodo Gl o
L
o ET!

ML o ]
Capa-p Capaactiva Capa-n HT'I-

Energia

@ H\L

| —— \ Anodo
Generador

O Electrén
@ Hueco

EIL : Capa de inyeccién de electrones
ETL: Capa de transporte de electrones
EML: Capa de emision de luz

HTL: Capa de transporte de huecos
HIL : Capa de inyeccién de huecos

Figura 3.2. Representacion esquematica de la composicion de SSLs: LED y OLED.

En estos dispositivos, el anodo suele ser un material semitransparente recubierto
de o6xido de indio y estafio (ITO), mientras que el catodo suele ser de metales
electropositivos como Al, Ca, Mg o In que garanticen la eficiente inyeccion de electrones.
Al aplicar en los electrodos un voltaje, los electrones pasan desde el catodo hasta la capa
de inyeccion de electrones (EIL) y los huecos pasan del anodo ala de inyeccion de huecos
(HIL). A partir de aqui, las cargas atraviesan sus respectivas capas de transporte (capas
de transporte de electrones 6 ETL y de transporte de huecos 6 HTL) hasta llegar a la capa
activa donde, al encontrarse, forman los excitones.?”’ Para lograr una eficiencia elevada,
es necesario que la HIL logré inyectar de manera eficiente los huecos desde el anodo a la
HTL (ocurriendo algo similar con los electrones a partir del catodo). Esto se consigue si
el HOMO de esta capa (HIL) se encuentra a un nivel energético proximo al de la HIL y
al potencial de ionizacion del anodo. En resumen, su funcionamiento depende no sélo
del equilibrio entre la densidad y movilidad de los transportadores de carga, sino
también entre las energias de los orbitales HOMO y LUMO tanto de la capa de emision

(EML), como de las de transporte de huecos (HTL) y electrones (ETL) (Figura 3.3).%*
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La Figuras 3.2 y 3.3 muestran un esquema de la composicion multicapa de los
OLEDs;*" cada una de las cuales se prepara por deposicion del compuesto que la forma
por vaporizacion en atmosferas controladas.?? Los elevados costes y complejidad en la
fabricacidon de estos dispositivos hacen que se contintien buscando nuevas formas de
optimizar la preparacion de dispositivos emisores de luz con este tipo de tecnologia. En
esta linea, los LECs tienen una fabricacion mads sencilla, presentando tinicamente una o

dos capas.?®

LEC

.
LUMO l

) ) k Catodo

-Ve
Capas transportadoras

= de
Complejos idnicos con Electrones

metales de transicién ‘ FML’

Energia
HIL

[N
@0 =™

I ETL
Cétodo h

HOMO 5
( Jw% Anodo
(A
3
£ — Capa-p Capa-n

—
Potencial r L - i
—

EIL : Capa de inyeccion de electrones
(@lectron  ETL: Capa de transporte de electrones
EML: Capa de emisién de luz

@ Hueco  yi; capa de transporte de huecos Opistandia
HIL: Capa de inyeccién de huecos

!

Anién & Fotén 1
Catién (©  Anodo Especie oxidada ® Gitodo
Espedie reducida

Figura 3.3. Comparacion en la composicion por capas de un OLED y de un LEC basado en

iTMCs y de su funcionamiento.

Las celdas electroquimicas emisoras de luz (LECs) son consideradas como la
proxima generacion de dispositivos optoelectronicos debido a su elevada eficiencia
energética y su reducido coste de produccion. Tal y como se muestra en la Figura 3.3,
estos dispositivos constan de una capa activa colocada entre un anodo transparente y un
catodo estable al aire. Esta capa activa contiene un emisor que ha de presentar un
comportamiento electroquimico reversible, alta eficiencia en la fotoluminsicencia en
estado solido y ser de naturaleza iénica. Son muchas las posibilidades a la hora de elegir
estos emisores, lo que incrementa en gran medida la versatilidad de estos dispositivos;
desde polimeros conjugados (CP) a complejos iénicos de metales de transicion (iTMC),

moléculas pequenias (SM), quantum dots (QD) o incluso perovskitas.>'a 262 29529 Ademas
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estos dispositivos constan también de aditivos idnicos como polielectrolitos iénicos (IP,
ionic polielectrolite) o liquidos i6nicos (IL, ionic liquid) (Figura 3.4). Las combinaciones
mas empleadas en los LECs son las de polielectrolitos con CPs, SMs y QDs?>* o las de
liquidos iénicos con iTMCs. 2?2

Emisores PFg

J. Mater. Chem. C 2017,
5, 22,5643. [‘

N
Aditivos idnicos O )
e e i s s B s it s met 1 N
Il

J. Phys. Chem. C 2016,
120, 22, 12207

0.

— Catodo estable al aire

1 PF, ]
v IL — 6 1 V- 4
i %N/\:/WN IL i f f/ Anodo transparente
e e ey ! e Sustrato flexible

J. Mater. Chem. C, 2017, 5, 5643

Figura 3.4. Diferentes clases de emisores y aditivos iénicos en la composicion de un LEC.

Los elevados rendimientos energéticos junto con su sencilla arquitectura y
funcionamiento, ademas de sus bajos costes de produccion, auguran un futuro brillante
a estos dispositivos y, por ello, su desarrollo esta creciendo de manera exponencial.?®
Tal y como se ve en la Figura 3.4, su arquitectura consta de una tnica capa activa en la
que el material electroluminiscente o emisor®® 2" se mezcla con un electrolito i6nico,
empleado como fuente de iones moviles. Estos componentes son depositados desde
disoluciones, mediante procesos facilmente escalables,?® entre los dos electrodos
estables al aire (dnodo normalmente de 6xido de indio y estafo y catodo de oro, plata o
aluminio).?”” Por todas estas razones, los LECs pueden formar parte de dispositivos con
rendimientos moderados en diferentes formatos, tal y como se presenta en la Figura

3.5.30
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Capa activa

Adv.Mater., 2014, 26, 4975 Adv. Funct. Mater. 2015, 25,3238

Figura 3.5. Diferentes formatos en los que se pueden implementar los LECs: a) ejemplo de
formato tridimensional en lamina o en un tenedor, junto con un esquema que muestra el sencillo

proceso de formacion del dispositivo; b) en hilos y c) en lamina flexible.

Aunque la composicion y fabricacion es mas sencilla, su funcionamiento no lo es
tanto y se han desarrollado diferentes modelos para su correcta comprension. Entre estas
teorias se encuentran las del modelo electrodindmico®® 3" y el modelo electroquimico
(Figura 3.6).%2 En un principio, las especies idnicas se encuentran distribuidas de forma
aleatoria por la capa activa. Entre los electrodos y la capa emisiva existen las barreras de
inyeccidn (de electrones y huecos). Al aplicar un potencial externo, estos iones migran
hacia los polos con cargas opuestas, reduciendo las barreras de inyeccion de los
portadores de cargas y formando las llamadas capas eléctricas dobles (EDLs del inglés
electrical double layers), que permiten la inyeccion de cargas desde cualquier tipo de
electrodo. Las diferencias entre los modelos consisten en cdmo se reduce esa barrera de

inyeccion provocada por la migracion y redistribucion de los iones.

El modelo electrodinamico (ED, electroynamicl model) fue propuesto en 1998 por
DeMello y col.?*:3% y apoyado afios mas tarde por otros estudios en los que se emplearon
LECs basados en emisores iTMC.3* Este modelo sugiere que la formacion de las EDLs
se produce por acumulacién de iones (cationes y aniones) en los extremos de los
electrodos y los iones moviles de las capas emisivas. Esta formacién conduce a la
generacion de un campo eléctrico que compensa el potencial interfacial, facilitando asi

la inyeccion de transportadores de cargas (electrones y huecos).??
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El modelo electroquimico (ECD, electrochemical doping model) fue publicado por
Pey y colaboradores en 1995.%2 En el explicaban el funcionamiento de un dispositivo que
consistia en una mezcla de polimeros (emisores, conductores idnicos y una sal
inorgdanica) que funcionaba empleando bajos potenciales. La mayor diferencia reside en
que una vez formadas las EDLs, a través de uniones idnicas entre electrodos e iones
moviles, y producirse la inyecciéon de cargas (electrones y huecos),?* 3 se produce la
oxidacion y reduccion de las especies emisoras en los electrodos. De esta manera, los
emisores electroquimicamente dopados de forma p (con huecos) o n (con electrones)
quedan cerca de dichos electrodos. Estas regiones dopadas forman contactos éhmicos
con el electrodo correspondiente facilitando la inyeccion de electrones a la capa activa.
Con el tiempo, las regiones dopadas p y n se ensanchan creando la llamada unién p-i-n
con una region neutra, no dopada. Esta unidn, al expandirse y unir los electrodos, genera
una brusca disminucion del potencial en el LEC, favoreciendo la recombinacién de las

cargas (formando excitones) y por tanto la emisién de luz en la zona i. (Figura 3.3a) 33132

a) ED b) ECD
Unién no dopada

EDL Zona neutra EDL EDL (i) EDL

1 )

Anodo Cétodo Kiada Catodo

o Catiéno Anién@HuecoQ)Electrén

Anion@Hueco D Electré

Figura 3.6. Diagramas esquematicos que representan el perfil de potencial y la distribucion
electrénica e idnica de un LEC durante su funcionamiento en a) el modelo ED y b) el modelo
ECD. La linea negra representa el potencial (eV). Las distribuciones electronicas y de cargas

idnicas vienen representadas en verde (cargas negativas) y morado (cargas positivas).

Por tanto, podemos decir que la disminucion brusca del potencial se produce
cerca de las interfases, segin el modelo ED, o a través de la unién p-i-n, segtin el modelo
ECD. Estudios recientes han demostrado que estos dos modelos pueden coexistir,
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estando ambos corroborados por estudios tedricos y ensayos experimentales.® El
modelo depende de la naturaleza de inyeccion de los portadores y de la formacion de

los contactos ohmicos.306-3%7

Cuando se aplica un voltaje, los iones de la capa emisiva comienzan a migrar, lo
que contribuye al desarrollo simultdneo de las EDL y las regiones dopadas p 6 n. En caso
de que las EDL se desarrollen a un ritmo mas rdpido que las regiones dopadas,
eliminando la posibilidad de formar contactos 6hmicos, el modelo que se ajusta sera el
ED. Es decir, una mala inyecciéon de portadores puede conducir al modelo ED. Por el
contrario, si se produce la formacion lenta de la EDL, permitiendo que la formacion de
contactos dhmicos en las interfases de ambos electrodos, entonces nos ajustamos al

modelo ECD.

Los primeros ejemplos publicados de LECs se basaban en polimeros conjugados
dopados con sales inorgdnicas.’? Pero pronto se comenzaron a emplear emisores
basados en iTMCs. Dentro de este campo, los complejos ciclometalados han ganado un
fuerte protagonismo debido a sus interesantes propiedades fotofisicas, lo que los hace
excelentes candidatos para un gran numero de aplicaciones.?? 3% Estos compuestos
presentan la formula general [M(X)s-«(Y):]**y suelen estar formados por un centro
metalico de caracter cationico (Ir(Ill), Ru(Il), Os(I) o Pt(Il)). Precisamente, ese caracter
cationico contribuye tanto al transporte de cargas como a la recombinacion de las
mismas, produciendo la emision. Esto suprime la necesidad de emplear materiales
conductores de iones, necesarios en los LECs que emplean CPs como emisores. Estos
LECsno presentan tantos componentes, lo que reduce la posible formacion de agregados
o separaciones de fases, que pueden afectar dramaticamente a la morfologia de la capa
activa y limitar su correcto funcionamiento. Ademas, este grupo de emisores presentan
una elevada estabilidad, tanto térmica como fotoquimica. Por lo general, estos emisores
presentan excelentes propiedades fotoluminiscentes, tales como elevados rendimientos
cuanticos y los cortos tiempos de vida propios de las emisiones fosforescentes de

complejos metalicos.2% 3%

El primer LEC basado en iTMC fue descrito en 1996, empledndose un compuesto

cationico de Ru(II) polipiridinico.>'2 Esto abrio la puerta al inicio de numerosos estudios
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sobre el empleo de emisores de Ru(Il)>* 310, Os(II)* o Cu(II)*2. Sin embargo, las
propiedades Opticas de estos compuestos no permiten la obtencion de emisiones con
colores azules debido a sus limitadas energias de desdoblamiento campo-ligando. Por
estas razones, comenzaron a emplearse como iTMCs algunos complejos ciclometalados

de Ir(IlT) como los que se presentan en la Figura 3.7.
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Figura 3.7.Diferentes Ir-iTMCs en los que se emplean derivados de la fenilpiridina como grupos

ciclometalados.313

Lo que convierte a los complejos ciclometalados de Ir(IIl) (Ir-iTMCs) en unos de
los mejores candidatos para su empleo como emisores en LECs es que sus emisiones
presentan longitudes de onda que pueden abarcar todo el espectro visible. Esto se debe
al gran desdoblamiento de campo-ligando que presentan estos derivados.** Como ya se
ha mencionado en la introduccion, en estos compuestos, tanto los grupos ciclometalados
como los ligandos auxiliares pueden ejercer un papel importante en la modulacién de
sus propiedades Opticas, ademas de influir en la intensidad de la emision, su estabilidad
o en el tiempo empleado en alcanzar la intensidad maxima del dispositivo (Tmax).>'> Asi,
se pueden obtener LECs que emitan en azul, algo muy complicado en otros dispositivos
SSL e, incluso, con otros metales. Asi, la introduccion de grupos aceptores (o dadores)
de densidad electronica en los grupos ciclometalados (o en los auxiliares) produce una

ampliaciéon en el gap de energia debido a la estabilizacion del HOMO (o a la
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desestabilizacién del LUMO). Por ejemplo, el uso de ligandos dadores bidentados NN,
N7O, y OO’ pueden compatibilizar la energia de emision con la de generacion de
huecos y electrones; o el empleo de ligandos en los que se amplie la conjugacion © puede

modificar tanto la longitud de onda como los rendimiento cuanticos de emision.3!

El primer compuesto ciclometalado de Ir(Ill) empleado como emisor en un LEC
se fabricd por primera vez en 2004 por Slinker y colaboradores,’” empleando el
compuesto [Ir(ppy)z(dtbbpy)]PFs (dtbbpy = 4,4'-di-terc-butil-2,2'-bipiridina) (Figura
3.8a). Su objetivo era conseguir dispositivos que emitieran en el azul. Sin embargo,
consiguieron emisiones amarillas con eficiencias superiores a las conseguidas por otros
iTMCs publicados hasta la fecha.’” No obstante, el dispositivo sufria una rapida
degradacién debido al elevado calentamiento de la capa organica, que acababa
provocando la descomposicidn de la dtbbpy.3'® Este mismo grupo comprobd que podian
disminuir el tiempo de encendido (Ton) del dispositivo introduciendo un liquido iénico
(IL), el hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazolio (BMIP), en la capa de inyeccion
de electrones.? Por otro lado, al introducir sustituyentes de tipo diamino en la bipiridina
se produce un incremento en los rendimientos de la fosforescencia, desplazando ahora
si la emision al azul (Figura 3.8b).3° En esta linea, la incorporacién de ligandos cargados
produce una disminucion en el Tmax en estos dispositivos e, incluso, se ha demostrado
una mejora en la eficiencia al introducir cadenas alquilicas con grupos -NEts* terminales
en la bipiridina. Esto lleva alaidea de que la ampliacion de la cadena se ve directamente
relacionada con el aumento en la eficiencia de los dispositivos, como en el caso del

compuesto de la Figura (3.8c).32!

Pero ademas del interés por ajustar los colores de emision de los LECs, muchos
esfuerzos buscan producir dispositivos con alta luminancia y eficiencia. En este contexto,
una buena forma de conseguir estos propdsitos es el empleo de ligandos voluminosos
que generen un impedimento estérico, disminuyendo las posibles interacciones
intermoleculares entre compuestos, que desactiven de forma no radiante la emision de
los mismos.*2? Un buen nimero de estudios ha revelado que la formacion de
interacciones de tipo -Tt intra- e inter-moleculares pueden llegar a ser perjudiciales para
la estabilidad del dispositivo, rebajando su vida util. Tenemos que pensar que en la capa
activa de estos dispositivos se depositan moléculas de estos complejos emisores puros.

209

ARTTEES. 0



Porlo tanto, estas moléculas pueden establecer estas interacciones entre ellas, generando
un autoapagado y un desequilibrio en la inyeccion y recombinacién de las cargas, lo que
acaba influyendo en el rendimiento de los dispositivos. El empleo de sustituyentes
voluminosos ayuda a rebajar el autoapagado, debilitando las posibles interacciones de
apilamiento y aumentando la distancia entre los centros metalicos (Figura 3.8d).3* La
insercion de cadenas alquilicas en posiciones 4,4” también es una buena forma de evitar
el autoapagado de los dispositivos, algo que se ha probado con el complejo de la Figura
3.8e.3 Estos ligandos no solo ayudan a rebajar la formaciéon de interacciones
moleculares, también protegen de la degradacion de los Ir-iTMC en los LEC mediante
posibles ataques nucledfilos al metal. En esta linea el grupo del Prof. Costa y
colaboradores describieron un LEC con el complejo [Ir(ppy)2(phen)](PFs) como emisor
(Figura 3.8f),%* observando que la presencia de ligandos de este tipo separan las

moléculas y evita considerablemente el auto-quenching.
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Figura 3.8. Algunos complejos catidnicos heterolépticos de Ir(Ill) (Ir-iTMCs) usados en la
fabricacion de LECs.

Mas recientemente, se han publicado estudios sobre los efectos que genera la
longitud de las cadenas alquilicas en los ligandos auxiliares sobre las propiedades

electroluminiscentes de los LECs. Para ello emplearon los ligandos ciclometalado ppy o

210



dfppy, dando emisiones amarillas y verdes respectivamente, sin que la longitud de la
cadena afecte significativamente al color de la emision. Sin embargo, si que modifico la
intensidad de emisidn, siendo esta menor en el caso de los derivados con cadenas mas

largas (octilo) en relacion a las que presentaban un metilo.3!

Todos los estudios llevados a cabo hasta el momento en este drea han hecho
posible la fabricacion de LECs con estabilidades superiores a las 6000 horas®* y
eficiencias maximas de = 60 cd-A".'* Sin embargo, y dado que estos resultados se han
conseguido en condiciones de atmosfera inerte, también ponen de manifiesto la urgente
necesidad de buscar emisores que sean mas estables en condiciones ambientales. Asi,
cambios en la morfologia, fotoluminiscencia y conductividades eléctricas e idnicas de las
capas activas pueden verse gravemente afectadas al funcionar en condiciones
ambientales normales, al exponerlas a estrés mecdnico u operando bajo diferentes modos
de trabajo. En este sentido, se ha desarrollado mas el disefio de LECs estables basados
en CPs que contengan, ademas, electrolitos idnicos (IL o IP) en la fase activa.’” Sin
embargo, recientemente se ha publicado un estudio que pone de manifiesto la mejora de
las propiedades fotofisicas e, incluso, mecanicas, de dispositivos que emplean un Ir-

iTMC, [Ir(ppy)2(dtbbpy)]PFs, junto con electrolitos idnicos (IL o IP).328

En este capitulo se desarrolla la sintesis, caracterizacidon y estudio de propiedades
Opticas de una familia de compuestos cationicos ciclometalados de Ir(III) con la férmula
general [Ir(ppy)2(N*N)]PFs o [Ir(dfppy)2(N"N)]PFs, donde N”N son bipiridinas
funcionalizadas en las posiciones 4,4° con amidas de cadenas alquilicas
(CONH(CH:)nCHs) de longitudes variables [n = 3 (6a-PFe, 6b-PFs), 11 (7a-PFs), 15 (8a-PFs]
o con grupos funcionales olefina (CONH(CH:)sCH=CH(CHz)CHs; 9a-PFs) o
polietilenglicol (PEG, -CONH(CH:CH:0);CHs, 10a-PFs). Todos los compuestos de esta
familia se han preparado para comprobar su potencial como emisores iTMCs en LECs,
tal y como se hizo en trabajos anteriores con el compuesto [Ir(ppy)z(bpy)]PFe

Ir(ppy)2(phen)]PFe*% o con Ir(ppy)2(dtbbpy)]PFs328

Como se ha comentado, el proceso de generacion de luz pasa por la
recombinacion de los iones mdviles cerca de los extremos de los electrodos, lo que genera

las EDLs en respuesta a un potencial aplicado y facilita la inyeccion eficiente de las
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cargas. De esta forma, crecen las regiones dopadas p y n en las fronteras de los
electrodos, proceso controlado también por la presencia de iones, mientras que la zona
en la que se produce el decaimiento de los excitones (i) permanece neutral. Asi, en la
unién p-i-n formada en la capa se desarrolla tanto la inyeccion y transporte de cargas
como la formacion de excitones. Todo en una tnica capa electroactiva en la que la
presencia y naturaleza del electrolito empleado juega un papel transcendental, tanto en
la formacion de las EDLs, como en la estabilizacién de la uniéon p-i-n. Por este motivo,
uno de los objetivos principales de este capitulo ha sido la sintesis de complejos
funcionalizados con grupos alifaticos que los hicieran compatibles con el uso de
electrolitos idnicos sostenibles desde el punto de vista medioambiental. De hecho, uno
de los derivados presentados en el capitulo, el complejo [Ir(dfppy)2(dbppy)] 6b-PFe, ya
ha sido utilizado con éxito en el grupo del Prof. Costa en la Universidad Tecnoldgica de
Miinich, para el desarrollo de un LEC que utiliza un electrolito biogénico (acetato de
celulosa). Dicho dispositivo no s6lo supera la pérdida de rendimiento observada hasta
la fecha al aplicar otros “electrolitos verdes” (polimeros biodegradables y electrolitos
hibridos de ADN),*” sino que proporciona una mayor estabilidad y un aumento del
doble en el rendimiento del dispositivo cuando se compara con otros dispositivos de
referencia que usan electrolitos idnicos tradicionales. Este trabajo ha sido publicado

recientemente en Adv. Funct. Mater. 2022, 32, 2201975 (D.O.I. 10.1002/adfm.202201975).
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3.2 Sintesis y caracterizacion

3.2.2 Sintesis

Todas las reacciones llevadas a cabo para la preparacion de los derivados
organometalicos que constituyen esta familia de compuestos se han llevado a cabo en
condiciones anhidras y de atmosfera inerte de N2, empleando para ello disolventes
recién destilados, como en el caso del metanol, para evitar la generacion de reacciones
secundarias. En primer lugar, los ligandos Hppy (a) y Hdfppy (b) provienen, como en
casos anteriores, de proveedores comerciales. La preparacion de todos los compuestos
nuevos se ha realizado partiendo de los derivados bimetalicos [Ir(ppy)2(u-Cl)]z (5a) y
({r(dfppy)2(u-Cl)]2 (5b). En ambos casos, la preparacion se ha realizado usando métodos
ya descritos en la literatura con pequefias modificaciones. En el caso de [Ir(ppy)2(u-Cl)]2
(5a), empleando un método modificado®’ respecto del descrito en 1984 por Watts y
col.,®* mientras que la sintesis del precursor [Ir(dfppy)2(u-Cl)]z (5b) ha sido descrita en

el capitulo 2, dado que se ha empleado para la preparacion del compuesto 6b-C1.25

Por su parte, los ligandos auxiliares diimina (bpy) funcionalizados fueron
sintetizados siguiendo procedimientos previamente publicados.®! Este es el caso de la
preparacion de las bipiridinas funcionalizadas con la dibutil-carboxamida y la dioleil-
carboxamida, que en ambos casos se obtienen de manera similar (esquema 3.1, Izda).
Asi, como se explica en el capitulo 2 para la preparacion de la N,N’-dibutil-2,2'-
bipiridina-4,4’-dicaboxamida (dbbpy), la sintesis comienza con la obtencion del
intermedio 4,4'-bis(etoxicarbonil)-2,2"-bipiridina, por reaccion a reflujo en etanol de la
acido 4,4 -dicarboxilico 2,2"-bipiridina con H2SOs. Este intermedio se pone a reflujo en
butilamina u oleilamina para dar la N,N’-dibutil-2,2"-bipiridina-4,4"-dicaboxamida
(dbbpy), o la N,N’-dioleil-2,2"-bipiridina-4,4’-dicaboxamida(dobpy), respectivamente.
Para el resto de las bipiridinas funcionalizadas, se ha empleado otro procedimiento
sintético debido a problemas de solubilidad (dodecilamina o hexadecilamina) o de
reactividad (2-(2-(2-metoxietoxi)etoxietilamina)) de los productos de partida. Por ello, se
ha seguido un procedimiento previamente establecido para la preparacion de la
bipiridinas funcionalizadas con grupos con 3-aminopropiltrietoxisilano.**? Este método

pasa por la preparacion del intermedio 4,4'-bis(clorocarbonil)-2,2'-bipiridina a partir de
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la reaccion del acido 2,2’-bipiridina-4,4’-dicarboxilico con cloruro de tionilo. Una vez
obtenido, y en presencia de medio basico (trietilamina), se afade la amina
correspondiente [dodecilamina, hexadecilamina o 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilamina]
para dar la bipiridina funcionalizada respectiva: N,N’-didodecil-2,2"-bipiridina-4,4 -
dicaboxamida (ddobpy), N,N’-dihexadecil-2,2"-bipiridina-4,4 -dicaboxamida (dhbpy) o
N,N'-di-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide
(dPEGbpy) (esquema 3.1).
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Esquema 3.1 Preparacion de los ligandos bipiridina funcionalizados con amidas.

Todos los complejos ciclometalados de Ir(II) monometalicos que conforman esta
familia se han preparado siguiendo métodos sintéticos publicados anteriormente, con
pequenas modificaciones en funcion de los ligando empleados. Como se aprecia en el
esquema 3.2, todos ellos pasan por la preparacion del solvato [Ir(C*"N)2(NCMe):]PFs
(C*N = ppy (a) o dfppy (b)),** partiendo de la reaccion de los derivados bimetalicos -
Cl disueltos en acetonitrilo con TIPFs. Estos solvatos reaccionan con un equivalente de la
correspondiente bipiridina funcionalizada para dar sélidos naranjas [dbbpy (6a-PFs 80%),
dobpy (8a-PFe70%), ddobpy (9a-PFs 65%), dhbpy (10a-PFe 81%), dPEGbpy (11a-PFs 88%)] o
amarillo [dbbpy (6b-PFs 75%)].
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Esquema 3.2. Sintesis de los derivados 6(a,b)-PFe,, 8a-PFs, 9a-PFs, 10a-PFs y 11a-PFe.

3.3.2 Caracterizacion

Todos los compuestos 6(a,b)-PFe, 8a-PFe, 9a-PFs, 10a-PF¢ y 11a-PF¢ han sido
caracterizados mediante las técnicas habituales de espectrometria de masas de alta
resolucién y otras técnicas espectroscopicas como infrarrojo, absorcion y resonancia
magnética nuclear de 'H, *C {'H} y F{1H}. Se ha podido realizar la asignacion completa

de las sefiales de RMN con ayuda de los experimentos de correlacién bidimensional 'H

- TH COSY, 'H - 3C HMBC y H - 3C HSQC.

Los espectros de masas ESI(+) de todos los compuestos muestran como pico padre
(100%) la senal correspondiente al cation molecular [M]*, presentando la distribucion

isotdpica adecuada.

En los espectros de infrarrojo se pueden observar las senales debidas a
vibraciones de tension C-H, tanto aromaticas (3150 — 3000 cm™) como alifaticas (3000 —
2800 cm™), asi como a las sefiales tipicas de vibracién de anillo aroméatico (1600 a 1400
cm), todas ellas caracteristicas tanto de los ligandos ciclometalados (ppy y dfppy) como
de las bipiridinas funcionalizadas. La presencia de la dfppy en el derivado 6b-PFs se
refleja por la presencia de bandas a 1297 cm™ debidas a v(C-F). La funcionalizaciéon de
las bipiridinas con el grupo amida se confirma a través de las sefales que aparecen a =

3400 y 1660 cm’, las cuales se deben a v(N-H) y a v(C=0), respectivamente. Todos los
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derivados que componentes esta familia presentan el PFs como contraion, lo que se

refleja en una banda muy caracteristica y de elevada intensidad a 830 cm™* v(P-F).

Los espectros de RMN de 'H y BC{'H} en DMSO-d® de todos los compuestos
muestran la presencia de las sefiales esperadas para derivados con simetria Cz, formados
por dos grupos ciclometalados ppy (a) 6 dfppy (b) equivalentes y un ligando auxiliar
simétrico. Tal y como se observa en la Figura 3.9 y Figura A3.1 del apéndice la
funcionalizacion de los ligandos auxiliares de tipo diimina apenas afecta a los
desplazamientos de las senales correspondientes a ambos tipos de anillos aromaticos.
De todas esas senales, la que aparece mas desapantallada en los espectros de RMN de
'H es la de los protones mds proximos a la funcién amida (H®) de la bipiridina, que
aparece como un singlete a d # 9.19 — 9.11 ppm. Es también notable el desplazamiento
que sufre la sefial NH en 11a-PFs (0 = 9.14 ppm) por la presencia de grupos etéxido que
ceden densidad electrénica en la cadena funcionalizada, provocando probablemente

este desapantallamiento en relacion al resto de derivados (0 = 9.04 ppm).
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Figura 3.9. Espectros de RMN de 'H (zona aromatica) de los derivados con ppy (serie a) en DMSO-
ds.

En la Figura 3.10 se muestra una ampliacion de la zona de protones alifaticos en
los espectros de RMN 'H en DMSO-d® de los derivados con la ppy (a). En todos ellos
aparecen las sefales propias de las cadenas de las amidas funcionalizadas en las
posiciones 4 4’de los correspondientes ligandos auxiliares N*N; butilamida (6a-PFs),
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oleilamida (8a-PFs), docecilamida (9a-PFs), hexadecilamida (10a-PFs) y o PEGamida
(11a-PFs). En todos ellos la sefial mds apantallada es la del grupo metilo terminal. En el
caso del compuesto 9a-PFe, las sefiales debidas al alqueno de la oleilamida aparecen
como un multiplete a 5.24 ppm; mientras que en el caso del complejo 11a-PFs, las senales
correspondientes a los grupos etoxido aparecen como multipletes a aproximadamente 3
ppm. Para los dos complejos con butilamida (6a,b-PFs), se distinguen las tres sefiales de
los grupos CHz como quintupletes o sextupletes por acoplamientos 3Ju-H. Sin embargo,
los espectros de los derivados que presentan cadenas alifaticas de mayor extension (8a-
PFs 10a-PFs y 11a-PFs) muestran sefiales multiplete sobre 1.2 ppm, en las que se agrupan
la mayor parte de las resonancias debidas a los protones metilénicos, con la integracion
adecuada. En estos casos, los grupos CHz mas cercanos al grupo NH amidico aparecen

desplazados a campos mas bajos (N-CHz, =3.3 ppm; N-CH2-CHz, 1.5 ppm).
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Figura 3.10. Espectros de RMN de H (84 5.4 — 0 ppm) de los derivados con ppy (serie a) en dmso-

ds. Los * se refieren sefiales de NCH: que aparecen dentro de la sefial propia del DMSO-d¢.

Los espectros de *C{'H} (Figura 3.11 (serie aen DMSO-d®) y apéndice Figura A3.2
de 6b-PFs en CDCls)) también confirman la correcta formacion de los productos finales
con las bipiridinas funcionalizadas. Las sefiales de los dos grupos ciclometalados son

equivalentes, mostrandose ambos grupos con los N piridinicos en trans. De igual
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manera, también se observan las sehales debidas a la presencia de ligandos bipiridina

simétricos.

Al igual que en los espectros de protén, la Figura 3.11 muestra como la
funcionalizacion de las amidas en las bipiridinas no afecta de forma significativa al resto
de sefiales debidas a carbonos aromaticos. Algo llamativo, sobre todo en el caso de las
sefales asignadas a los carbonos de las bipiridinas funcionalizadas (p. ej. ¢ C*=155.79
6a-PFe, 155.83 8a-PFs, 155.80 9a-PFe, 155.77 10a-PFs, 155.92 11a-PFs). La correcta
funcionalizacion de cada bipiridina se muestra a través de las sefiales que aparecen en
la regidon de campo alto. En todos los espectros, la sefial que aparece mas apantallada se
corresponde con los grupos metilo terminales de las cadenas (0¢ 13.8 6a-PFs, 13.65 6a-
PFs, 13.97 8a-PFs, 13.93 9a-PFs, 13.89 10a-PFs, 8.68 ppm 11a-PFs). Las senales
correspondientes a los CH: de estas cadenas se encuentran entre 32 y 20 ppm; mientras
que en el caso del compuesto 11a-PFs, las sefiales de OCH: aparecen entre 72 y 45 ppm.
Ademas, en el caso del compuesto 8a-PFs, aparece una sefial adicional que se tribuye al

doble enlace de la cadena de la oleilamida a d = 129.68 ppm.
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Figura 3.11. Espectros de RMN 23C de los derivados con ppy (serie a) en dmso-dé
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En el caso del derivado que presenta la difluorofenilpiridina, 6b-PFe, los
espectros de RMN de “F{'H} muestran, ademas de las sefiales tipicas del contraion PFe
comunes a todos los derivados de este capitulo como un doblete (6 =- 70 ppm), dos
dobletes que aparecen a -104.5 y -107.8 ppm propios de los atomos de F de la dfppy. Por
altimo, todos los derivados presentan una sefial en forma de septuplete en los espectros

de RMN de 3'P{'H]}, propia del PFe. (Ver figura 3.12)
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Figura 3.12. Espectros de RMN a) °F{'H} y b) 3'P{'H} de los derivados con en CDCls de 6b-PFs

Ademads, se consiguieron obtener cristales del compuesto 6b-PFs por difusion
lenta en n-hexano de una disolucién saturada del compuesto en diclorometano, a
temperatura ambiente. En este caso, el compuesto cristaliza en el grupo espacial
centrosimétrico P, por lo que ambos enantiomeros posibles, tanto el A como el A, estan
presentes en la misma celdilla. En la Figura 3.13, se representa la estructura molecular
obtenida de la parte cationica del derivado 6b-PFe, junto con algunos datos seleccionados
de distancias de enlace y angulos mas relevantes (ver Tabla A.3.1 con los datos

cristalograficos y datos completos de distancias y angulos de enlace).

Como era de esperar, la estructura del cation molecular de 6b-PFs es
completamente similar a la que presenta el derivado homdlogo 6b-Cl del capitulo 2, con
la diferencia principal de que, en este caso, cada contraion PFs de mayor tamano es capaz
de interactuar con cuatro cationes moleculares, a través de interacciones de tipo C-H-F
y n- F, que contribuyen a la formacion de la red supramolecular final. Respecto del cation
molecular, presenta el entorno octaédrico tipico, en el que los carbonos metalados se
colocan en una disposicion mutuamente cis, mientras que los nitrogenos de la dfppy se
colocan en trans. Al igual que en 6b-Cl, las distancias de enlace Ir-N reflejan de manera
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clara la fuerte influencia trans del atomo de carbono metalado, lo que provoca un
aumento en la distancia de enlace Ir-N del ligando auxiliar dbbpy (Ir-Naspy ~ 2.13 A vs.
Ir-Nppy = 2.00 A). Finalmente, y como se comentara en el siguiente apartado, los calculos
tedricos realizados sobre 6b-PFs, muestran para el complejo en el estado fundamental
(So) una simetria y distancias y angulos de enlace muy similares a los observados

experimentalmente.

Figura 3.13. Estructura del catién molecular [Ir(dfppy)2(dbbpy)]* (6b-PFs). Ir(1)-C(10) 2.014(7),
Ir(1)-C(21) 1.994 (6), Ir(1)-N(1) 2.047(7), Ir(1)-N(2) 2.055(7), Ir(1)-N(3) 2.127(7), Ir(1)-N(4) 2.134(7).

N(1)-Ir(1)-C(10) 80.1(3), N(1)-Ir(1)-C(21) 93.2(3), N(1)-Ir(1)-N(2) 171.6(2), N(1)-Ir(1)-N(3) 99.9(3).
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3.1  Propiedades fotofisicas y calculos tedricos

Se ha realizado el estudio de los espectros de absorcion y emision de todos los
derivados cationicos ciclometalados de Ir(Il) que conforman este capitulo, tanto en
estado solido como en disolucién; comprobandose que estos derivados son muy
susceptibles al efecto que tiene el disolvente sobre sus propiedades fotofisicas. Por ello,
se ha escogido el compuesto 6b-PFes, como ejemplo representativo de todos ellos, para
evaluar el efecto que tiene la polaridad del disolvente sobre sus propiedades Opticas.
Ademas, con el fin de poder profundizar mas en la asignacion y naturaleza de las
mismas, se han realizado calculos tedricos DFT y TD-DFT sobre este compuesto (6b-PFe)
en acetonitrilo. Para ello, se ha empleado el método B3LYP con la base LanL2DZ para el
atomo de Ir y 6-31G(d,p) para los atomos de los ligandos (Tablas del apéndice A.3.2 -
A.3.4y Figuras 3.15y 3.18).

3.3.1 Espectros de absorcion

Los espectros UV-Visible de todos los compuestos se han medido tanto en estado
solido como en acetonitrilo en disoluciones 5x10-° M. Todos estos datos se recogen en la
Tabla 3.1 y en la Figura 3.14. La Figura 3.16. y la Tabla 3.1 también recogen los datos
correspondientes al estudio de la influencia de la polaridad del disolvente en los

espectros de absorcion del compuesto 6b-PFe.

a) b) ——6a-PF,

E ——6b-PF,
,‘/\'\ ——6a-PF; 1.0 2
A ——6b-PF; P YA

8a-PF,
——9a.PF;

10a-PF;
——11a-PF,

0.8

0.6 -|
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Figura 3.14 Espectros de absorcion UV-Visible de los compuestos 6(a,b), 8a, 9a, 10a y 11a con PFe
como contraién en a) acetonitrilo en concentracién 5x10° M y b) estado sdlido, junto con una

fotografia que muestra el color de cada complejo en estado solido.
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Tabla 3.1 Datos de absorcion de los compuestos 6 (ay b), 8a, 9a, 10a y 11a con PFs en estado solido

y en disolucién de acetonitrilo (5x105 M) y de 6b-PFsen diferentes (5x105 M).

Compuesto Aabs/ nm (e x 10%/ M1-cm™?)

6a-PFs 285h, 317, 380, 420h, 496 solido

252 (42), 289 (29.2), 324n (015.2), 371n (7.8), 486 (0.8) Acetonitrilo

6b-PFs 283, 313, 359h, 450 sélido
227 (44.8), 244 (49.8), 307h (23.4), 359h (8.2), 425 (1) Acetonitrilo
270 (53), 307h (27.8), 360h (10), 438 (2.4) DMSO
252 (60.8), 265 (58.8), 309h (24.4), 359 (8.4), 455 (0.8) CH:zCl.
239 (57.2), 276 (48), 307h (30), 360h (9.8), 436 (1.8) THF

221 (54.2), 249 (52), 309h (24), 360h (8.2), 444 (1) Metanol

8a-PFe 284, 321, 383, 417h, 475 so6lido

256 (47.2), 3241 (15.2), 371 (6.8), 468 (0.4) Acetonitrilo

9a-PFs 293h, 328, 392, 417h, 478 so6lido

258 (41.8), 323k (14.6), 370k (6.8), 474 (0.8) Acetonitrilo

10a-PFs 281, 325, 382, 417h, 478 s6lido

255 (47), 324n (16.2), 370k (8.4), 472 (0.6) Acetonitrilo

11a-PFs 285, 326, 385, 414h, 481 solido

256 (34), 324n (11.6), 375h (5.4), 469 (0.4) Acetonitrilo

Como se muestra en la Figura 3.14a, todos los derivados muestran un perfil de
absorcion similar, en linea con los resultados obtenidos para compuestos similares
recogidos en la bibliografia®” 3 y a los obtenidos para los derivados del capitulo 2.
Como es de esperar, las absorciones correspondientes al derivado 6b-PFe, con los
ligandos ciclometalados dfppy, aparecen a energias mayores que las correspondientes al
resto de los compuestos (serie a), que contienen los ligandos ciclometalados ppy. Este
efecto se explica, en general, por la presencia de atomos de flaor electron-aceptores en
los grupos ciclometalados que, al retirar densidad electronica del sistema aromatico,

producen la estabilizacion del HOMO (muy centrado en los anillos fenilicos de los fenil-
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piridinatos, Figura 3.15a y Tabla A3.3 del apéndice), aumentado el salto electronico
HOMO-LUMO. Ademas, el espectro UV-visible obtenido experimentalmente de 6b-PFs
en acetonitrilo se ajusta a las absorciones permitidas calculadas para este derivado en
este disolvente (Figura 3.15b y Tabla A3.4 en el Apéndice). De hecho, y siempre para el
caso del complejo 6b-PFs, la Figura 3.15a y la Tabla A3.3 del apéndice muestran los
orbitales frontera mdas representativos en el estado fundamental, asi como la

contribucidn del metal y los ligandos a los mismos, respectivamente.

De acuerdo con dichos cdlculos y a los llevados a cabo para otros compuestos
similares como los del capitulo 2, la banda mas energética de alta intensidad, que aparece
por debajo de 300 nm, se atribuye fundamentalmente a transiciones mt-7* permitidas por
espin y localizadas en los ligandos aromaticos C"N y N”N, con una pequeha
contribucidon del metal a los ligandos. El hombro que aparece en 6b-PFsa 307 nm, y que
en el resto de compuestos de la serie a aparece aproximadamente a 324 nm, puede estar
relacionado con la transicion calculada para 6b-PFs a 313 nm (Si5, Tabla A3.4 en el
Apéndice), la cual corresponde con una combinacidn de transiciones de transferencia de
carga intraligando y ligando-ligando ('IL/'LL'CT) (L: C”N, L": N*N), con cierto caracter
de transferencia de carga del metal al ligando ("ML'CT). La banda de baja energia
observada a 359 nm para 6b-PFe, y entre 370 y 375 nm para el resto de los compuestos
de la serie a, coincide a su vez con las transiciones calculadas a 367 (Se) y 368 (S5) nm, que
se asocian principalmente con las transiciones HOMO—L+3 y H-4—-LUMO. De acuerdo
con los célculos realizados para 6b-PFs, HOMO y H-4 se localizan en el centro metalico
de iridio (34%) y en el grupo fenilo de los ligandos dfppy (60%), mientras que el LUMO
esta localizado fundamentalmente en el ligando dbppy (95%) y el L+3 en los ligandos
ciclometalados. Por ello, asignamos estas transiciones de baja energia a una mezcla de
transiciones 'ML'CT/'LL'CT. Por otro lado, y debido al fuerte acoplamiento espin-orbita
(SOC) asociado al iridio, todos los compuestos presentan absorciones débiles adicionales
a longitudes de onda superiores a 400 nm (acetonitrilo, 425 nm 6b-PFs; 470-490 nm
compuestos serie a), atribuidas a transiciones *ML'CT/LL'CT prohibidas por espin que
se aprecian mejor en los espectros de UV-visible en estado solido. Estas asignaciones
también coinciden con las encontradas para otros complejos de Ir(Ill) ciclometalados

relacionados.33
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Figura 3.15. a) Orbitales moleculares mas representativos del compuesto 6b-PFs, y representacion
del salto de energia entre los orbitales HOMO y LUMO. b) Espectro UV-visible calculado en

acetonitrilo para el compuesto 6b-PFs (en barras azules) y experimental (naranja).

Tal y como se muestra en la Figura 3.14b los espectros DRUV de los sélidos
revelan un comportamiento muy similar al mostrado en disolucion; observandose
también el desplazamiento de las bandas a menores energias al pasar del grupo
ciclometalado dfppy (6b-PFs) al ppy (serie a). Este hecho también se aprecia a simple vista
en el color de los sélidos, amarillo en el caso de 6b-PFs y naranja-rojo para los derivados

de la serie a.

En la Tabla 3.1 se aprecian los datos experimentales de las medidas realizadas de
la absorcion UV-visible del derivado 6b-PFs en disolventes que presentan polaridades
diferentes. Como se refleja en la Figura 3.16, los cambios en las bandas de absorciéon no
son muy significativos. No obstante, los datos apuntan a un ligero solvatocromismo

negativo al aumentar la polaridad del disolvente.
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Figura 3.16. espectros de UV-Visible de 6b-PFs en diferentes disolventes en concentracion 5x10-

M.

3.3.2  Espectros de emision

Los espectros de emision de todos los compuestos se han registrado tanto en
estado solido como en disoluciones de acetonitrilo 5x10# M a temperatura ambiente y
los datos se recogen en la Tabla 3.2 y en la Figura 3.17. Ademas, se ha llevado a cabo un
estudio sobre el efecto que tiene la polaridad del disolvente en la emision del compuesto
6b-PFs, empleandose como disolventes el, tetrahidrofurano, acetonitrilo, diclorometano

y dimetilsuféxido.

a) ——6a-PF; b) ——6a-PF;
2% ——6b-PF; — ——6b-PF;
3 104 3 1.0 8a-PF
1 s 9a-PF
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Figura 3.17. Espectros de emision de los compuestos 6(a,b), 8a, 9a, 10a y 11a con PFs como
contraion en a) en acetonitrilo en concentracién 5x104 M y b) en estado solido.
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Tal y como se observa en la Figura 3.17 (a y b) todos los compuestos muestran
emisiones intensas, tanto en solido como en disoluciones de acetonitrilo 5x10* M
desoxigenadas. Estas emisiones se encuentran en la region espectral naranja
evidencidandose un desplazamiento hacia menores longitudes de onda (amarillo)
causado por la presencia de atomo de fltior en el grupo ciclometalado dfppy del
compuesto 6b-PFs (Amax 571 nm) en relacion a los que presentan la ppy (Amax 660 — 670 nm).
Todos los espectros presentan bandas anchas sin estructurar con tiempos de vida mas
cortos en los compuestos con bipiridinas funcionalizados con cadenas de menor
longitud [6a-PFs (0.59 ps) 6b-PFes (0.32 ps) 9a-PFs (0.66 pis)] que aumentan al hacerlo la
extension de la cadena [10a-PFs (13.6 pis), 8a-PFs (1.03 us), 11a-PFs (12.4 ps)], lo que podria

sugerir una menor contribucion del iridio en la transicion responsable de la emision.

Tabla 3.2. Datos de emision para los compuestos 6(a,b), 8a, 9a, 10a y 11a con PFs en estado sélido

y en disolucién de acetonitrilo (5x104 M) y de 6b-PFsen diferentes disolventes (5x10+ M).

Compuesto Medio Aem/ nm?  T/us
Solido 615 0.45P
6a-PFs o

Acetonitrilo 660 0.59
Solido 540 0.87v
THF 560 0.61
Acetonitrilo 571 0.32

6b-PFs
Diclorometano 571 0.76
DMSO 582 0.53
Metanol 588 0.38
Sélido 645 0.15v

8a-PFs o

Acetonitrilo 660 1.03
Solido 625 0.42

9a-PFs
Acetonitrilo 660 0.66
Solido 630 0.13

10a-PFs
Acetonitrilo 660 13.6
Solido 630 0.25

11a-PFs
Acetonitrilo 670 12.4

9 Datos medidos excitando a una A de 375 nm, » Tiempos de vida de las emisiones calculados
como una media de un decaimiento bi-exponencial,

Como ya se ha comentado anteriormente, se ha elegido el compuesto 6b-PFe

como ejemplo representativo para realizar calculos tedricos (en disolucion de
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acetonitrilo). De esta manera se ha obtenido la distribucion de la densidad de espin en
el primer estado triplete para este compuesto, asi como las energias de emision desde T1
(calculada a través de la diferencia de energias entre el estado T: optimizado y el So) en
base a las geometrias optimizadas calculadas para dichos estados (Figura 3.18 y Tabla
3.3). Los resultados obtenidos reflejan, que tanto el SOMO como el SOMO-1 son analogos
a los HOMO y LUMO del estado fundamental, por lo que la emisién en este compuesto
se atribuye fundamentalmente a una mezcla de transiciones de transferencia de carga de
tipo metal ligando y ligando-ligando *ML'CT (Ir - N”N)/SLL'CT (C*"N — N”N), con una
notable contribucién del centro metalico (Tabla 3.3). En este caso, existe ademas una
buena correlacion entre los valores obtenidos de forma experimental en disolucion de

acetonitrilo (571 nm) y los calculados [E(T1-So) 587 nm].

En cuanto a las propiedades emisivas en estado solido, como puede verse en la
Figura 3.17b, la emisién de los derivados de la seria a (con ppy) presenta un
desplazamiento hacia el rojo, en relacion a la observada para el complejo 6b-PFs (con
dfppy). Este comportamiento se observa de la misma manera para los espectros de
emision en disolucion y se explica, de manera similar a lo comentado para los espectros
de absorcidn, por la estabilizaciéon del SOMO-1 a causa de la presencia de grupos que
retiran densidad electrénica de los grupos ciclometalados dfppy, en comparacion con los
H en la ppy. Por otro lado, y en relacion a estudios tedricos realizados sobre compuestos
similares a estos, los cambios en las amidas que funcionalizan los ligandos auxiliares
N”N, no afectan en estos compuestos a los estados emisivos de manera significativa.
Finalmente, en todos los casos se observa un desplazamiento hacia el azul de los
maximos de emision en estado sélido cuando se comparan con las emisiones obtenidas

en disolucidon de acetonitrilo.

Tabla 3.3. Composicion (%) de los orbitales moleculares frontera en el primer estado triplete para

6b-PFs en acetonitrilo

eV  Dfppy (1) Dfppy(2)  dbbpy Ir
SOMO -3.73 0 0 97 2
SOMO-1 -5.2 28 28 3 41
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Figura 3.18 Representacion del SOMO y SOMO-1 y de la Densidad de Spin sobre el atomo de Ir
del compuesto 6b-PFs calculado en disolucion de acetonitrilo.

Como se ha mencionado anteriormente, la polaridad del disolvente puede
alterar las propiedades emisivas de estos compuestos. Como se aprecia en los espectros
y en la fotografia de la Figura 3.19 para el compuesto 6b-PFe, el aumento en la polaridad
del disolvente genera un desplazamiento batocrémico de las longitudes de onda de
emision (solvatocromismo positivo). Este desplazamiento hacia el rojo al aumentar la
polaridad del disolvente indica un mayor caracter polar del estado excitado en relacion
al estado fundamental.®" 3% Al presentar un mayor caracter polar, el estado excitado
emisor tiende a verse estabilizado por disolventes con un cardcter similar, lo que
disminuye el salto energético de la transicion, dando como resultado un desplazamiento
hacia mayores longitudes de onda. En detalle, los méximos de la emision se desplazan
al rojo con el aumento de la polaridad del disolvente (THF < MeCN < CH2Cl>. < DMSO <
MeOH).
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Figura 3.19. Espectros de emision de 6b-PFsen diferentes disolventes en concentracion 5x10-4 M.
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3.4  Propiedades electroquimicas

Se ha realizado un estudio de las propiedades electroquimicas del compuesto 6b-
PFs en disolucion de acetonitrilo desoxigenada mediante voltamperometria ciclica (CV),
estudiando sus curvas de oxidacion y reduccion. Esta técnica nos ayuda a profundizar
en las propiedades electroquimicas de estos derivados, permitiendo conocer de forma
experimental los niveles energéticos de los orbitales HOMO y LUMO y, asi, comprobar
su potencial aplicabilidad en el disefio de LECs. Dado que el contraion empleando es
PFs, se ha escogido como electrolito una disolucién de "BusNPFs con el fin de rebajar
posibles interacciones que generen reacciones secundarias. Los potenciales redox han
sido referenciados respecto al ferroceno Fc/Fc*. Las curvas y los datos se recogen en la
Figura 3.20 y la Tabla 3.4. Este derivado muestra un pico de oxidacion cuasi-reversible a
1.67 eV (AE >57 mV), que involucra al centro de Ir y los ligandos ciclometalados (Ir™/Ir").
En cambio, el voltamperograma muestra dos picos de reduccidn, cuya separaciéon es
menor que 57 mV, lo que indica que es un proceso reversible. Estos resultados, al igual
que los obtenidos mediante calculos tedricos, indican que el HOMO tiene una fuerte
contribucién del grupo ciclometalado con cierta contribucion del metal, mientras que el

LUMO se encuentra localizado exclusivamente en el ligando auxiliar dbbpy.

2 -1 0 1 2
Potencial [V]

Figura 3.20. Voltamperograma del proceso redox en el compuesto 6b-PFs en disolucion de

acetonitrilo (5x104M). Scan rate mV/s
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Tal y como se refleja en la Tabla 3.4, los picos de los potenciales en el anodo y

catodo, Ei2> y Ei27d, se han empleado para el calculo de la energia del orbital HOMO y

LUMO; siendo los valores obtenidos en ambos casos muy similares a los obtenidos

mediante calculos tedricos TD-DFT.

Tabla 3.4. Propiedades electroquimicas experimentales y calculadas de 6b-PFe

HOMO HOMO LUMO  LUMO
Eipox(V)a  Eipred(V)a
(eV)y (eV)e (eVy (eV)©
[Ir(dFppy)2(dbbpy)IPFe 1.67 -1.61 -6.03 -5.97 -2.75 -2.69

a Eip™ y Eipd son los picos de los potenciales en el anodo y catodo. Los niveles

energéticos del HOMO y del LUMO estan referenciados con 0.44 V (del par de

potenciales Fc/Fc*). ® HOMO = -[ Eix>— 0.44 + 4.8], LUMO = -[ E12*d - 0.44 + 4.8]. < Datos

obtenidos de céalculos tedricos.
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3.5 Disefio y estudio de una celda electroquimica emisora de luz

(LEC)

A la vista de los resultados obtenidos en esta familia de derivados, se ha
desarrollado el estudio de la posible aplicacion de estos compuestos catidnicos de Ir(III)
ciclometalados como emisores de luz en dispositivos LEC. Este estudio se ha llevado a
cabo por el grupo de investigacion del Dr. Rubén Costa en la Universidad Tecnoldgica
de Miinich. Concretamente se eligid, en primer lugar, el derivado 6b-PFs como emisor
Ir-iTMCs. Dados los buenos resultados recogidos en el articulo “Versatile Biogenic
Electrolytes for Highly Performing and Self-Stable Light-Emitting Electrochemical Cells”
obtenidos con este emisor?, se estd desarrollando el estudio para su empleo como

emisores en LECs con el resto de derivados que componen este capitulo.

Este estudio se ha centrado principalmente en el desarrollo de LECs mas
sostenibles, empleando para ello electrolitos basados en polisacaridos. Concretamente,
se ha empleado acetato de celulosa (CA) como electrolito biogénico. La finalidad del
estudio es comprobar la compatibilidad de este electrolito con emisores de tipo Ir-iTMCs
(y, en concreto, con el complejo 6b-PFs) para obtener dispositivos que presenten unas
propiedades morfoldgicas, electroluminiscentes, de auto-estabilidad y de conductividad
Optimas (Figura 3.21). Hay que sefalar que en la publicacion a la que hace referencia este
trabajo,? también se ha estudiado la compatibilidad de este tipo de electrolitos con un
emisor de tipo CP arquetipico (denominado super yellow), que, de hecho, ha dado lugar
a la preparacion de dispositivos que han mostrado una compatibilidad excepcional. Sin
embargo, y dado que esta tesis se centra en el desarrollo de complejos de metales de

transicion, se ha considerado oportuno omitir esta parte en la discusion del trabajo.

El acetato de celulosa, por su parte, se ha seleccionado como transportador de
iones debido a su abundancia, precio, elevada conductividad idnica, amplia ventana de
estabilidad electroquimica, solubilidad en disolventes organicos y sus buenas
propiedades mecénicas.®*® Como fuente de iones se ha elegido tetrafluoroborato de
tetrahexilamonio (THABF4).3” La optimizacion de la composicion de la capa activa de

los LECs (CA:THABF4:6b-PF¢) se ha realizado manteniendo constante la cantidad de
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THABF: y de emisor (6b-PFs), aumentando la concentracion de CA desde 0% en peso

(LEC de referencia sin acetato de celulosa) hasta un 30%.

| | E PF;
NZ P %%\/7 }/
X
|/ 6b-PF;
Lc"le
Cs”ls—z—ccﬂu

¢ths  THABF,

Figura 3.21. Esquema del LEC y estructuras quimicas de los componentes de la capa activa.

3.5.1 Efecto de la concentracion de CA en la morfologia, luminiscencia y

estrés térmico.

Ademas de la optimizacién de la composicion de los componentes de la capa
activa, también es fundamental estudiar su compatibilidad. Este trabajo comenzé
probando la compatibilidad que presentaba otro derivado, también arquetipico, de
Ir(I11) [Ir(ppy)2(dtbbpy)]PFs (dtbbpy: 4,4’ -terbutil-2,2’-bipiridina). Durante la formacion
de las capas delgadas de las fases activas correspondientes se observd, mediante
microscopia de fuerza atdémica (AFM), la separacion de los componentes con formacion
evidente de agregados que afectan a la formacion y estabilizacion de las uniones p-i-ny,

por tanto, al correcto funcionamiento del dipositivo.5%

Sin embargo, los resultados obtenidos sobre la morfologia de la capa activa al
usar como emisor el complejo 6b-PFe, llevados a cabo también mediante AFM, revelan
que la sustituciéon en la bipiridina de los grupos tertbutilo por cadenas alifdticas mas
largas consigue una gran compatibilidad entre dicho compuesto y la CA, sin formacion
de agregados que perjudiquen al funcionamiento del dispositivo. (Figura A3.4 y Tabla
A3.5 en el Apéndice). La Figura 3.22 muestra la estabilidad que presentan las capas
activas en diferentes escenarios. Este estudio se ha llevado a cabo a través del analisis de
capas activas recién preparadas, almacenadas en oscuridad 30 dias y expuestas a un
estrés térmico de 50°C durante una hora. En todos los casos se observa una gran

compatibilidad entre el emisor y el transportador de iones elegido. De hecho, y aunque

232

ARTTEES. 0



se observan pequenas variaciones en la rugosidad de las capas activas a lo largo del
estudio (<1.5%), sus propiedades emisivas practicamente no varian, mostrando una
emision ancha centrada a 565 nm, debida a la transiciéon mixta de transferencia de carga
ML’CT/LL'CT del complejo emisor 6b-PFs, con rendimientos cudnticos de emision
estables (= 25) y tiempos de vida que aumentan con la concentracion de CA (Tabla A.3.5
y Figura A3.5 del Apéndice). Estos resultados revelan el mejor conjunto de propiedades,
tanto de la estabilidad como fotoemisivas, de la capa activa al presentar el CA en

proporciones del 20 al 30% en peso.

La presencia de cadenas en el complejo 6b-PFs y en CA parece actuar como espaciador
mecanico, separando los dominios del complejo. De este modo, se ralentizan los
procesos de agregacion/cristalizacion, lo que se traduce en una mayor autoestabilidad.
En particular, la estabilidad frente al estrés térmico es crucial, ya q la temperatura de
trabajo de los LEC oscila entre 40 y 70°C, dependiendo del tipo de emisor y de los modos

de conduccion.33
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Figura 3.22 Variacion relativa tras 30 dias de almacenamiento en condiciones ambientales/oscuras
(izquierda) y tras 1 h a 50 °C (centro) de los rendimientos cuanticos, krd, knrad y rugosidad de la
capa de 6b-PFs frente a la cantidad de CA. Imagenes bajo iluminacién UV (305 nm) de las capas
de 6b-PFs con un 30% en peso de CA antes y después de las pruebas de autoestabilidad.

Una vez comprobada la estabilidad de la capa activa y la compatibilidad del
emisor con el electrolito de celulosa, se procedi6 al estudio de su eficiencia
demostrandose que la presencia de CA también rebaja Rie (resistencia), favoreciendo la

formacion de las EDL a bajos potenciales. (Figura A3.4).
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El estudio de la constante dielectrica (e:) relacionada con la polarizacién de los
iones ante la aplicacion de un potencial externo para formar las EDL y de la
conductividad idnica (o) para estudiar el crecimiento de las regiones dopadas es otra
forma de estudiar el impacto de uso del electrolito en estos dispositivos. A
concentraciones superiores al 20% de CA se mejora la formacion de las EDL debido a un
incremento de la movilidad de los iones. Ademas, su presencia previene del colapso a la
unién p-i-n mediante el control del crecimiento de las zonas dopadas lo que incrementa

tanto la estabilidad como las eficiencias (Figura 3.23)
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Figura 3.23 Representacion de la constante dielectrica (er, azul) y de la conductividad iénica (o,

rojo) del LEC basado en 6b-PFs frente a la cantidad de CA en la capa activa.

3.5.2  Estudio de las propiedades electroluminiscentes del LEC

El comportamiento electroluminiscente de los dispositivos ha sido medido
mediante Espectroscopia de Impedancia Electrénica (EIS). Los LECs muestran un
comportamiento habitual en el que la tension inicial se ve reducida hasta alcanzar un
estado estacionario (a 3 V) mientras aumenta la luminancia (Figura A3.5 en Apéndice).
En la Tabla 3.5 se muestran los valores de luminancia, eficiencias y tiempo de vida de
los dispositivos en funcion de la proporcion de CA. El espectro de electroluminiscencia
(Figura 23, izda) muestra una emisién no estructurada con un maximo a 562 nm (muy
similar a la emision fotoluminiscente de la fase activa, Aem 565 nm) con una pureza de
color de 0.94, estable durante toda la vida 1til del dispositivo. Ademas, como se muestra

en las imagenes del centro y derecha de la Figura 3.23, los cambios producidos en la
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luminancia y eficiencia del dispositivo a lo largo del tiempo revelan que la mejor

proporcion es la que emplea un 20% de CA.
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Figura 3.23. Espectros de electroluminscencia normalizado a tiempo t=0 (izquierda). Cambios en
la luminancia (centro) y eficiencia (derecha) con respecto al tiempo de los LECs con diferentes

concentraciones de CA, llevado a cabo con corrientes pulsadas de 5SmA.

Tabla 3.5. Datos obtenidos del estudio de las propiedades emisivas de los LECs basados en el

complejo 6b-PF6 llevados a cabo a 5 mA y 1 kHz.

. . . . . |Tiempo|_ . . .| Tiempode
CA Voltaje |Luminancial Ae. |Eficacia . |Eficiencia| | Etot
L. de vida vida 100cd/m?
[%wt.] |inicial [V]| [cd/m?] |[nm]| [cd/A] [Im/W] 1
[h] [h]
0 4.55 330 562 1.3 0.60 0.15 3.6 0.42
10 3.90 300 562 1.2 0.70 0.11 3.0 0.38
20 4.00 600 562 2.4 0.50 0.28 7.4 0.70
30 3.60 550 562 2.2 0.65 0.25 8.3 0.72

Finalmente, para poder expresar de forma definitiva la estabilidad de los
dispositivos en funcion de la composicion de la fase activa, se tuvieron en cuanta dos
enfoques: la vida util del dispositivo a una determinada luminancia (100 cd-m?2)** y la
energia total emitida teniendo en cuenta el flujo radiante hasta el tiempo necesario para
alcanzar la quinta parte de la luminancia maxima (Ett),?* ambos calculados segun las
férmulas recogidas en las citas correspondientes. Estos resultados, mostrados en la
Figura 3.24, muestran de nuevo que el empleo de CA como electrolito en una proporcion
de entre el 20% y el 30 % en peso conduce a los mejores valores de estabilidad. Todo esto

ya muestra el avance que supone el uso del electrolito biogénico elegido, acetato de
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celulosa, respecto de otros “electrolitos verdes” (polimeros biodegradables y electrolitos

hibridos de ADN).3»
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Figura 3.24. Vida ttil de los dispositivos a 100 cd-m-2 (azul) y energia total emitida (rojo) respecto

a diferentes concentraciones de CA.

De hecho, y teniendo en cuenta todos los datos expuestos, se observa que la
incorporacion del acetato de celulosa en una proporcién del 20% en peso a la capa activa
da lugar a una evidente mejora de los dispositivos en relaciéon a aquellos que no lo
incorporan (dispositivo control con 0% en peso de CA), duplicando tanto su eficacia

como su estabilidad
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3.6

Apéndice
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Figura A.3.1. Espectro de RMN 'H de 6b-PFs en CDCls.
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Figura A.3.2. Espectro de RMN 3C {tH} de 6b-PFs en CDCls.
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Tabla A.3.1. Distancias de enlace (A) y dngulos (°) para [Ir(dfppy)2(dbbpy)] PFs 0.75CH:Cla.

6b 0.75CH:Cl2

6b 0.75CH:Cl>
Ir(1)-C(10) 2.014(7) | Ir(D-C(21) 1.994(6)
Ir(1)-N(1) 2.047(7) | Ir(1)-N(2) 2.055(7)
Ir(1)-N(3) 2.127(7) | Ir(1)-N(4) 2.134(7)
N(1)-Ir(1)-C(10) | 80.1(3) N(1)-Ir(1)-C(21) 93.2(3)
N(D)-Ir(1)-N(3) | 99.9(3) N(1)-Ir(1)-N(4) 87.0(3)
N(D-Ir(1)-N(2) | 171.6(2) | C(10)-Ix(1)-C(21) 88.0(3)
N(2)-Ir(1)-C(10) | 94.3(3) N(2)-Ir(1)-C(21) 80.2(3)
N(2)-Ir(1)-N(3) | 86.2(3) N(2)-Ir(1)-N(4) 100.1(3)

6b-PFs en acetonitrilo.

Tabla A.3.2 Geometrias optimizadas por calculos DFT en los estados fundamental y triplete de

6b-PFs.
So T, X-ray
Ir(1)-N(1) 2.081 | 2.080 2.047
Ir(1)-NQ2) 2.081 | 2.080 2.055
Ir(1)-C(10) 2021 | 1.999 2.014
Ir(1)-C(21) 2021 | 1.999 1.994
Ir(1)-NQ3) 2.199 | 2.188 2.127
Ir(1)-N(4) 2.199 | 2.188 2.134
N(1)-Ir(1)-N(2) 173.77 | 176.45 171.6
N(1)-Ir(1)-C(10) 80.11 | 8091 80.1
N(2)-Ir(1)-C(21) 80.10 | 8091 80.2
N(1)-Ir(1)-C(21) 9541 | 96.69 93.2
N(2)-Ir(1)-C(10) 9543 | 96.65 94.3
N(4)-Ir(1)-N(3) 75.10 | 75.40 76.4
N(@)-Ir(1)-N(1) 88.07 | 87.11 87.0
N(@)-Ir(1)-C(10) 97.97 | 94.78 98.6
N@)-Ir(1)-NQ2) 96.90 | 95.70 100.1
N@)-Ir(1)-C21) | 172.51 | 169.82 173.3
N(1)-Ir(1)-N(3) 96.95 | 95.62 99.9
NQ)Ir(1)-C(10) | 172.63 | 169.80 175.0
NQ)-Ir(1)-N(3) 87.99 | 87.21 86.2
NQ)-Ir(1)-C(21) 97.86 | 94.79 97.0
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Figura A3.3. Estructuras optimizadas en el estado So (izquierda) y T1 (derecha)de 6b-PFs.

Table A3.3. Composicion (%) de los Orbitales Frontera MOs en términos de ligandos y metales

en el estado triplete de 6b-PFs en acetonitrilo.

6b-PFs
MO eV Ir dFppy (1) dFppy (2) dbbpy

LUMO+5 -1.21 2 39 55 4
LUMO+H4 -1.72 4 57 37 2
LUMO+3 -1.88 4 37 54 5
LUMO+2 -1.99 1 2 5 92
LUMO+1 -2.06 1 2 1 95

LUMO -2.69 4 0 0 95

HOMO -5.97 36 28 33 2
HOMO-1 -6.39 8 36 55 1
HOMO-2 -6.52 15 56 27 1
HOMO-3 -6.73 55 21 17 8
HOMO-4 -6.84 32 25 33 9
HOMO-5 -6.87 28 31 33 8
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Tabla A.3.4. Energias de excitacion verticales a estados singlete y estados triplete desde el estado

(So) calculadas por TDDFT/SCRF (acetonitrilo) con los orbitales que participan en la transicién

para 6b-PFs.
Estado A/nm f Transicion (% Contribucion)
T1 499 -—- HOMO—LUMO (97%) ML'CT/LL'CT
H-3—LUMO (44%), H-
T2 435 -—- 10—-LUMO(13%), ML'CT/LL'CT
H- 8—-LUMO(13%)
HOMO—L+3(49%), H-1-L+4
Ts 327 -—- MLCT/IL
(24%)
S1 492 0.0005 HOMO—LUMO (99%) ML'CT/LL'CT
S 399 0.0264 H-1-LUMO (97%) LL'CT
Ss 368 0.0548 HOMO—L+3 (95%) MLCT/IL
H-4—LUMO (76%),
Se 367 0.092 HOMO—-L+1 (13%), ML'CT/LL'CT
H-5—-LUMO (6%)
6b-PFs HOMO—L+1 (16%),
So 352 0.0277 MLCT
HOMO—L+4 (73%)
H-1-L+2 (48%), H-1-L+3 , )
Sis 313 0.0366 ML'CT/LL'CT
(36%)
H-3—L+4 (30%), H-2—L+4 ,
S» 301 0.0785 ML’'CT/IL
(52%)
H-4—1L+3 (14%), H-3—L+1
Sa6 295 0.0797 (45%), ML'CT/LL'CT
H-2-L+1 (11%)
Sa1 288 0.2062 HOMO—-LUMO (97%) ML'CT/LL'CT
H-3—LUMO(44%), H-
Sa3 284 0.386 10—-LUMO(13%), ML'CT/LL'CT

H- 85LUMO(13%),
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Analysis AFM

CA:THABF4:6b-PF¢ 0:0.2:1

0 days 30 days 50 °C
41nm ‘: \ 11.9nm u
0.0 nm 3'::; " 00nm :
CA:THABF4:6b-PFs 0.1:0.2:1
0 days 30 days 50 °C
o0re 7 oonm f+
CA:THABF4:6b-PFs 0.2:0.2:1
0 days 30 days 50 °C

CA:THABF4: 6b-PF60.3:0.2:1
0 days 30 days 50 °C

7anm i s | 720m

oonm g’ 0.0nm

Figura A3.4. Imagenes obtenidas por topografia AFM de capas finas recien fabricadas,
almacenadas 30 dias y expuestas a 50°C. La composicion de la mezcla aparece en la parte superior

de cada figura y los valores de rugosidad RMS en la parte inferior.
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Tabla A3.5. Propiedades fotofisicas de las capas con el emisor 6b-PFs-en relacion a la cantidad de

CA en peso antes y después de los test de estabilidad.

CA Aem T
Tratamiento D [%] kraa [s1] knrad [s1]
(%peso) [nm] [ns]
T =0 dias 565 525 20 4.27x10° 1.52x10¢
0 T =30 dias 565 503 16 3.18x10° 1.67x109¢
50° C 565 511 17 3.32x10° 1.62x109¢
T =0dias 565 606 25 4.13x10° 1.24x109
10 T =30 dias 565 590 21 3.56x10° 1.39x109
50° C 565 602 22 3.65x10° 1.30x109
T =0dias 565 640 25 3.91x10° 1.17x109
20 T =30 dias 565 612 21 3.43x10° 1.29x10s
50° C 565 633 22 3.48x10° 1.23x10s
T =0dias 565 644 27 4.19x10° 1.13x10s
30 T =30 dias 565 623 23 3.69x10° 1.24x109
50° C 565 627 22 3.51x10° 1.24x109
30 days 30°C
1.0 1 1.0
0% wt. —— 0% wt.
—— 10%wt. —— 10% wt.
c —— 20%wt. c —— 20% wt.
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Figure A3.6. Espectros de emission normalizados de las capas con 6b-PFs y diferentes
proporciones de CA, después de los test de estabilidad de 1 mes (izquierda) y de exposicién a

una temperatura de 50C® (derecha)
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Figura A3.6. Cambios en los valores de Rie al aplicar diferentes voltajes (izquierda) y Diagrama

de fase de Bode para el LEC con 6b-PFscomo emisor empleando distintas proporciones de CA

Tabla A3.6. Parametros EIS extrapolados ajustando las graficas de Nyquist de los LEC con 6b-

PFscomo emisor empleando distintas proporciones de CA

CA
Riec[Q] | Ee Riec CPE E« CPE Ces[F] & o[S/m]
[%opeso]

0 4.09x10° | 1.045 |7.35x10°| 0.89 7.35x10° | 4.32 | 2.25x1038

10 2.20x10° 1.79 | 7.19x10°| 2.56 7.20x10° | 7.07 | 6.42x1038

20 1.91x10° 2.65 |[1.55x10%| 4.66 1.86x10% | 11.54 | 3.68x108

30 2.28x10° 1.16 |1.08x10®| 1.55 1.13x10® | 11.23 | 3.94x1038

—a—0% wt. ——10% wt. ——20% wt. —>—30% wt.

Average Voltage [V]

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25

Time [h]

Figure A3.7. Valores De voltaje promedio en funcién del tiempo del dispositivo con 6b-PFscomo

emisor empleando distintas proporciones de CA
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Restimenes

R.1 Capitulo 1

El descubrimiento del potencial que presentan los derivados luminiscentes
ciclometalados de Pt(II) fue un punto de partida para la sintesis de nuevos compuestos

biologicamente activos frente a células tumorales.

Este capitulo nace como continuacion de N e
| I

la investigacion llevada a cabo por la P:

F,

ff
A

—Me
“Me
¥

.
doctora Nora Gimenez sobre una nueva i

x |1(@aXx=Hbx=F)

*E

familia de compuestos luminiscentes N 7 QO‘"" o
. . % Y L“'%\ ‘M‘UM“Q—&‘}-DMu\ LM MFQ
cicloplatinados neutros con grupos “*@ I x s -

F F F
pentafluorofenilo, que se divide en dos ) i ¥

3(aX=H,bX=F) 4(aX=H,bX=F)

series en funcion del ligando

ciclometalado a emplear: serie a (2-fenilpiridina, ppy) y serie b (2-(2,4-
difluorofenilpiridina, dfppy). Estos compuestos presentan la formula general [Pt
(CMN)(CsFs)L], donde L es DMSO (en los precursores 1a, ya publicado anteriormente, y
1b) o fosfinas biocompatibles [PPh2CsHsCOOH (dpbH; 2), PPh2CsH«CONHCH2COOMe
(dpbGlyOMe; 3) o P(CsHaSOsNa)s (TPPTS; 4)]. Los compuestos 2 y 4 se han preparado por
reacciones de sustitucion del ligando 1abil DMSO por la fosfina bioldgicamente activa
correspondiente, mientras que los derivados funcionalizados con un grupo peptidico 3
han sido sintetizados mediante una reaccion de acoplamiento sobre el grupo carboxilico
de los precursores 2 con clorhidrato de glicina metil éster (HGlyOMe-HCI), en presencia

de clorhidrato de N-etil-N'-[3-(dimetilamino)propil]carbodiimida (EDC-HCl) como

agente de acoplamiento.

Todos los compuestos han sido caracterizados por
andlisis elemental, espectrometria de masas y
espectroscopias de IR y de RMN de 'H, 3'P{'H}, F,
and ®C{'H}. Por su parte, se han confirmado las

estructuras mediante estudios de difraccion de
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rayos-X de monocristal para los compuesto 1b, 2a y 3b. Es llamativa la formacion de una

estructura supramolecular en el compuesto 3b debido a interacciones intermoleculares

tridimensionales.
i~ ancl, Se han estudiado las propiedades opticas de toda la familia
5 — de compuestos, apoyandose en célculos tedricos DFT y TD-
P 'IL/ "TMLCT DFT tanto del estado fundamental como del excitado. Los
10: ;% espectros de absorcion UV-Visible presentan una banda de

absorcion intensa a baja energia, atribuida a transiciones 'IL
(CMN, CeFs), mientras que las que parecen a mas baja energia en 1b y en 3 se deben a una
mezcla de transiciones de caracter 'MLCT/'IL. En el caso de los derivados 2 esta
asignacion es mas compleja, asigndandose a mezclas de transiciones de transferencia de
carga metal-ligando ['M(L+L")CT (Pt — C"N, PPh:R)] y ligando-ligando ("LLCT, CeFs —
C”N).

A temperatura ambiente, los complejos 4 no son

emisivos, mientras que los compuestos con fosfinas 2 y 3

Intensidad de luminiscencia (u.a.)

exhiben un perfil emisivo dual débil con fluorescencia y

450 500 550 600 650

fosforescencia. En vidrio congelado todos los compuestos

presentan emisiones intensas de vida media larga (38 - 49 us), con perfiles estructurados
que se atribuyen a estados excitados localizados en el ligando ciclometalado con una
cierta contribucion del platino (IL/AMLCT). En estado sélido los compuestos 1y 2 son
altamente emisivos (23- 62%); mientras que para los compuestos 3 y 4, con las fosfinas
dpbGlyOMe o P(CsHiSOsNa)s, la eficiencia baja notablemente debido a que en ellos las

vibraciones de los sustituyentes favorecen las desactivaciones no radiativas.

Se evaluaron sus actividades citotoxicas frente a las lineas celulares tumorales
Ab549 (carcinoma de pulmén), HeLa (carcinoma de cuello uterino) y no tumorales NL-20
(epitelio pulmonar); asi como su capacidad para interaccionar con el ADN (plasmido
pBR322). Los complejos 2 muestran una mayor citotoxicidad (ICs 3.89 - 20.29 uM) que

Green channel (1a)  Blue channel (Hoechst) Merge
e -

los compuestos 1 (9.03 - 20.50 uM),

mientras los complejos 3 y 4 no

muestran citotdéxicidad. Todos los



compuestos que presentaron citotoxidad
mostraron baja selectividad por las células
cancerigenas. Exceptuando 1a, ninguno de los
compuestos muestra evidencias de su posible
interaccidon con al ADN. En esta misma linea, los
experimentos de microscopia de fluorescencia
con Hoechst como marcador nuclear revelan que
todos los complejos se internalizan facilmente,

localizdndose principalmente en el citoplasma.

Para profundizar en el mecanismo por el que

actuan estos compuestos, se eligié el compuesto con mayor citotoxicidad (2b) para
comprobar su efecto sobre la despolimerizacion de los microtabulos Este complejo
muestra actividad de despolimerizacién de la tubulina, exhibiendo una inhibicién mas
potente de la formacidon de microtabulos en células A549 que en HeLa, en concordancia
con su mayor actividad antiproliferativa en la primera linea celular (ICs0 6.98 vs 12.45
uM, respectivamente), situando a este complejo como un potencial agente
despolimerizador de la tubulina. Este trabajo ha sido publicado en Inorg. Chem. 2019,
58, 1657 (D.O.I. 10.1021/acs.inorgchem.8b03211).

En el capitulo 2 se aborda la preparacion y caracterizacion de una nueva familia
de compuestos cationicos fosforescentes de Ir(Ill) ciclometalados [Ir(C"N)2(N"N)]X en
la que C"N es difluorofenilpiridina (dfppy) b, 2,6-difluoro-3-(piridin-2-il)benzaldehido
(CHO-dfppy) ¢, o acido 2,6-difluoro-3-piridin-2-il-benzoico (COOH-dfppy) d. Como
diimina se ha empleado la N,N-dibutil-2,2'-bipiridina-4,4'-dicarboxamida (dbbpy) y

como contraion cloruro (X = Cl- 6b,¢,d-Cl) o hexafluorofosfato (X = PFs 6¢,d-PFe.

IEO (D @O 75@@ P
N N F N —
‘ \2 |’M COOH F e ‘ AN
PL |\\, \ COOH I\t
I ~ wr—\fqu

R = CHO (5c), COOH (5d) R = H (6b-Cl), CHO (6c-X), COOH (6d-X) 7b-PF, el
X =Clo PF,

\
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Ademas, con el fin de comparar los cambios en sus propiedades al modificar los ligandos
auxiliares, también se han estudiado los compuestos [Ir(dfppy)(3,3’-Hdcbpy)]* (3,3'-
Hzdcbpy = acido 3,3’-dicarboxilico 2,2 -bipiridina) (7b-PFs) y [Ir(CHO-dfppy):(dobpy)]*
(dobpy = N,N-dioleil-2,2'-bipiridina-4,4'-dicarboxamida) (8c-Cl).

Todos los compuestos han sido
caracterizados por las técnicas habituales y se
han confirmado por difracciéon de rayos-X las
estructuras de compuesto

[(Ir(dfppy)2(dbbpy)]Cl (6b-Cl), y del cation

[6d]*. La estructura de 6b-Cl revela que este
complejo (y probablemente los analogos 6-Cl) cristaliza como un par iénico mediante la
formacién de interacciones dador aceptor entre 4 &tomos de hidrégeno del ligando dbbpy
y el contraion CI-. Este hecho también ha sido confirmado a través de un estudio tedrico

sobre interacciones no covalentes (NCI).

Los espectros de absorciéon UV-Visible de todos los compuestos muestran un
comportamiento similar al descrito para otros compuestos heterolépticos bis-
ciclometalados cationicos de Ir(III) con bipiridinas. Todos ellos muestran una banda muy
energética de elevada intensidad que se atribuye mayoritariamente a transiciones 'IL
(C"N ¢ L’= dbbpy) junto con una pequefa contribucién de tipo '™MLCT. También
presentan otras bandas menos intensas debidas, fundamentalmente, a transiciones de
transferencia de carga entre los ligandos 'LL'CT y metal-ligando (bipiridina) ML"CT.
Por ultimo, a mayores longitudes de onda aparecen absorciones débiles de caracter

SML'CT/’LL'CT.

Todos los derivados son altamente emisivos, tanto en estado

DMso

——6b-Cl
6cCl & b
:::'In solido como en DMSQO, presentando espectros con bandas
6d-PF;

——T7b-PF

—ea anchas no estructuradas con sus maximos entre 540 y 565 nm.

SML'CT/AML'LCT
7

(

cia

Estas emisiones, de acuerdo con los calculos tedricos

Intensidad de Luminiscen
°

realizados, se atribuye a transiciones de transferencia de carga
de tipo SML'CT (Ir»N"N)SFLL'CT (C"N—->N”"N),

mayoritariamente del centro metdlico a la diimina.
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La presencia de oxigeno en las disoluciones provoca una
6c-PF; en CH,Cl,
caida en los rendimientos de emision de hasta el 50% en relacion £ =
con la emision en DMSO desoxigenadas, lo que puede indicarla

desactivacion por la formacion de moléculas de oxigeno singlete; .

1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1

algo que ha sido confirmado en los espectros de los derivados 6c wem
y 7b (PFe) (banda a 1270 nm). Ademads, se han obtenido valores de rendimientos de

generacion de 'Oz del 32 % para 6c-PFe.

Esta propiedad que presentan estos derivados de generar especies reactivas de
oxigeno, como el 'Oz, puede emplearse en terapia fotodindmica, incrementando de gran
manera el efecto citotoxico de estos compuestos. Para comprobarlo, se ha evaluado su
actividad antineoplasica frente a lineas celulares tumorales A549 (carcinoma de

pulmon), HeLa (carcinoma de cuello uterino) y no tumoral BEAS-2B (epitelio bronquial)

ICey en condiciones normales. En estas condiciones, solo el
00
» I I I compuesto 6b-Cl presenta una actividad superior a la
60
“ del cisplatino. Los compuestos, 6¢-Cl y 6d-Cl, -PFs no
o — —
o — ~ fueron toxicos, probablemente debido a su baja
& %ﬁ" @Q ‘ps{é"
solubilidad en el medio bioldgico, mientras que 6¢-PFs

y 7b-PFe presentaron una actividad moderada. Con estos resultados, se decidi6 hacer el
estudio de fotocitotoxicidad de los derivados con baja o nula toxicidad 6c-Cl, 6¢-PFs, 6d-
Cly 7b-PFs. Los resultados fueron positivos ya que, tras cortos periodos de irradiacion
con luz azul de las células incubadas con los compuestos, los valores de ICso

disminuyeron de forma notable en todos los casos.

Los estudios de microscopia confocal realizados a 6b-
Cl revelan su internalizacion en las células, preferentemente
en los lisosomas, provocando posteriormente la muerte
celular a través del deterioro de las mitocondrias. Estudios

complementarios de electroforesis

5 20° o . 4(
. . revelan la nula interacciéon entre los . A
compuestos y el ADN. Su actividad citotoxica se puede atribuir, en
.. parte, a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
generado por una descompensacion del par NADH/NAD*, ya que
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se ha observado que este compuesto es capaz de oxidar de forma catalitica el NADH.
Ademas, se observa que en el caso del compuesto 7b-PFs, la irradiacion con el laser
provoca la destruccion de las los mitocondrias en las células irradiadas, lo que puede ser
indicativo de su predisposicion a actuar como fotosensibilizador para PDT. Este trabajo

se encuentra en este momento en revision para su publicacion en Dalton Trans.

Este capitulo esta enfocado en la busqueda de nuevos compuestos catiénicos de
Ir(III) ciclometalados (Ir-iTMCs), cuya estructura y propiedades fotoemisivas los hagan
candidatos prometedores para su integracion en celdas electroluminiscentes (LECs) que
puedan ser desarrolladas y optimizadas de una manera mas sostenible y ecologica. En
base a los estudios relacionados con el desarrollo de LECs como fuentes de luz mas
sencilla y barata, se estd poniendo especial interés en minimizar su impacto ecoldgico.
De esta manera, la incorporacidon de electrolitos biogénicos que no interfieran con su
eficacia o su estabilidad esta generando un notable interés en los tltimos afios. Como se
comenta mas adelante, este capitulo describe el disefio de LECs que utiliza acetato de
celulosa (CA) como electrolito biogénico y, como especies emisoras compatibles con
dicho electrolito, complejos cationicos de Ir(Ill) con ligandos auxiliares bipiridina
funcionalizados con cadenas organicas extensas. Para ello, se sintetizaron los nuevos
compuestos con ppy [Ir(ppy)2(N*N)]PFs [N*N = dbppy 6a-PFs, dobpy 8a-PFe, ddobpy 9a-
PFe, dhbpy 10a-PFe, 0 dPEGbpy 11a-PFe] o con dfppy [Ir(dfppy):(dbppy)]PFs 6b-PFe.

o o TR | S 9 PR | e 2 e
|N//| NS N//‘ HM N//I ﬁ%
"‘“«\'MN\ “'N%.I-MN\ %“‘NI_WN\
|

o 8a-PF, N
N

F | = o PFe | e o} —| PR, | = [} —l PF,
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Se ha llevado a cabo una caracterizacion completa de
todos los compuestos a partir de las técnicas
espectroscopicas habituales y la estructura del
complejo 6b-PFs se ha confirmado mediante un estudio

de difraccion de rayos-X. Los resultados indican que

cada contraion de PFs interacciona con 4 cationes moleculares [6b]* (por interacciones C-
H--F y n-- F), lo que contribuye a la formacion de una red supramolecular. Ademas, los
datos estructurales se han utilizado como base para la realizacion de calculos tedricos
que han permitido calcular las transiciones electrénicas y explicar los espectros de

absorcion y emision de la familia de compuestos incluida en el capitulo.

En estos derivados la modificacién de los sustituyentes en la

diimina no modifica de manera significativa sus propiedades

fotofisicas, siendo mas dependientes de la naturaleza del
grupo ciclometalado (ppy ¢ dfppy). De manera similar a las
comentadas para los complejos del capitulo 2, éstas se
atribuyen a un estado excitado con mezcla LL’CT/ML'CT. En

coherencia con esta asignacion, la emisién es, sin embargo,

notablemente dependiente de la polaridad del disolvente, lo

que confirma el carcter de transferencia de carga del estado excitado.

T s Finalmente, se ha utilizado el

{—l*' \ J:j\%i: l :/: 0o %7\} derivado 6b-PFs como emisor
\/«/ b‘_ ¢ L e para el disefio de LECs que
' contienen acetato de celulosa

(CA) como electrolito transportador de iones y tetrafluoroborato de tetrahexilamonio
(THABF4) como fuente de iones. Para ello, se han realizado varios dispositivos en los que
la capa activa mantiene las mismas cantidades de complejo y THABEFs, pero en las que
se va aumentando la concentracion de CA de forma creciente. Este estudio ha mostrado
una excelente compatibilidad entre el complejo y el electrolito, probablemente debida a
que la presencia de cadenas orgdnicas en ambos parece actuar como espaciador
mecanico, impidiendo o ralentizando los procesos de agregacion/cristalizacion del
emisor, que producen la pérdida de eficacia del dispositivo. Dicha compatibilidad
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alcanza su punto 6ptimo con la incorporacion del acetato de celulosa en una proporcion
del 20% en peso a la capa activa. Ademas, dichos estudios han mostrado que, al contrario
de lo que se ha observado hasta el momento en la bibliografia, la presencia del electrolito
biogénico en la capa activa no solo se traduce en una mayor autoestabilidad frente a su
almacenamiento o a condiciones de estrés por calentamiento (50°C), sino en la obtencion
de LECs que llegan a duplicar su luminancia, eficacia y estabilidad cuando son
comparados con dispositivos de referencia sin CA como electrolito. Este trabajo ha sido
publicado recientemente en Adv. Funct. Mater. 2022, 32, 2201975 (D.O.L
10.1002/adfm.202201975).
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A lo largo de esta Memoria se ha puesto especial interés en la sintesis de nuevos
compuestos emisivos ciclometalados de Pt(Il) y de Ir(Ill) y en su implementacion, bien
en el campo de la biologia , como marcadores o agentes citotoxicos, o bien en

dispositivos de iluminacion en estado solido.

e En el capitulo 1 se ha conseguido realizar la sintesis de los derivados
cicloplatinados luminiscentes con grupos pentafluorofenilo [Pt(C"N)(CsFs)L]
[CAN = ppy (a), dfppy (b)] a partir de los precursores 1 (con L = DMSO) y fosfinas
biocompatibles dpbH (2), dpbGlyOMe (3) y TPPTS (4). En la sintesis de los
derivados 3, se ha conseguido realizar con éxito la funcionalizacion de la fosfina
con el derivado glicina metil éster a través de un acoplamiento peptidico,
empleando para ello el agente de acoplamiento EDC-HCI.

e En estos compuestos las transiciones de baja energia asociadas a los espectros de
absorcion y emision se corresponden con una mezcla de transiciones IL/MLCT
con cierta contribucidn de transiciones Pt—dpbH en 2. Los compuestos 4 no son
emisivos en disolucion, pero en medios rigidos todos los derivados muestran
emisiones intensas en el rango 475 - 500 nm en los compuestos con ppy, que se
desplazan a energias mas altas en los compuestos con dfppy (450 - 475 nm). Estas
propiedades Opticas, hacen posible su localizacion en el interior de las células.

e El estudio de las propiedades bioldgicas de los compuestos 1 - 4 revela que, a
excepcion de 1a, ninguno de ellos altera la movilidad electroforética del ADN,
algo que concuerda con la localizacion intracelular en el ntcleo para 1lay en el
citoplasma para el resto de los derivados.

e De entre todos los compuestos, tan solo los derivados 1y 2 presentaron actividad
citotoxica con valores de ICso en el rango 6.07-20.50 uM para las lineas A549 y
HeLa; siendo los derivados con la dpbH, los que presentaron mejor actividad
antineoplasica.

¢ Se ha confirmado que el compuesto 2b ejerce un el efecto despolimerizador sobre
la tubulina en ambas lineas celulares, siendo mas efectivo en A549. Este dato

concuerda con su actividad antiproliferativa (ICs0 12.45 en HeLa vs 6.98 uM en
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Ab549) y sugiere que la actividad citotoxica de este tipo de compuestos, entre otras
razones, podria estar relacionada con la despolimerizacion de los microttibulos
de la tubulina.

Por otro lado, se ha sintetizado y caracterizado una nueva familia de compuestos
ciclometalados de Ir(Ill) [Ir(C*N)2(N~N)]JA, en los que se ha modificado la
posicion 3 del grupo 2,4-difluorofenilpiridinato (C*N, H, dfppy b; CHO, CHO-
dfppy ¢ y COOH, COOH-dfppy d). Ademas, se han introducido dos grupos
amida (dbbpy 6 o dobpy 8) 6 4cidos (4,4"-Hzdcbpy) 7b en la diimina, asi como la
sustitucion de cloruro (Cl-) o hexafluorofosfato (PFs) como contraion. Todas estas
variaciones introducen modificaciones, no solo estructurales sino también en las
propiedades Opticas y en la lipofilia de los compuestos finales

Se han obtenido las estructuras de rayos-X de los derivados 6b-Cl y de 6d-
PO:F:. Estos resultados revelan que para 6b-Cl y posiblemente para 6c,d-
Cl, se establecen interacciones de hidrogeno del tipo dador aceptor entre
ion cloruro con 4 dtomos de H de la dbbpy, apoyadas también por calculos
NCIL

El estudio de sus propiedades Opticas (absorcion y emision) en presencia y
ausencia de oxigeno, apoyado mediante estudios tedricos (NCI, DFT, TD-DFT),
revela que todos ellos exhiben fosforescencias intensas, modulables
mediante cambios en los sustituyentes en los grupos ciclometalados y en
menor grado de las diiminas auxiliares. En general, estas emisiones se
atribuyen a una mezcla de transiciones de cardcter SML’CT
(Ir->N"N)/LL'CT (C*"N—N"N). El gquenching observado de las emisiones
en disolucion aireadas indica que estos derivados pueden actuar como
sensibilizadores de 'Oz lo que ha sido confirmado y examinado
cuantitativamente para los compuestos 6c-PFs y 7b-PFe. Ademas, se ha
determinado la actividad en la oxidacion catalitica del NADH para el compuesto
mas citotoxico, 6b-Cl.

La actividad citotoxica de estos compuestos se ha estudiado en las lineas
celulares tumorales A549 y HeLa y la no tumoral BEAS-2B. Los resultados

indican que los cambios, tanto en los grupos ciclometalados como en las
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diiminas, afectan significativamente a las propiedades bioldgicas, bien
debido a su limitada solubilidad (escasa en 8¢c-Cl) o a su lipofilia. Asi, el
compuesto mas lipofilico, 6b-Cl, presenta una citotoxicidad superior al
cisplatino, mientras que 6c-PFs y 7b-PFs muestran citotoxicidades
moderadas y el resto resultaron no toxicos.

Experimentos de interaccion de estos derivados con el plasmido pBR322 y
de localizacion intracelular por microscopia confocal revelan que el
mecanismo de accién no pasa por su interaccion con el ADN nuclear.
Ademads, se ha confirmado que el derivado 6b-Cl se localiza en los
lisosomas y causa dafio mitocondrial. Ente compuesto es capaz de oxidar
el NADH, por lo que se ha sugerido que su actividad citotoxica podria estar
relacionada con generacion de ROS asociada a un desequilibrio intracelular
del par NADH/NAD-".

Es destacable que algunos compuestos no citotdxicos en condiciones normales
(condiciones de oscuridad) mostraron un incremento en su actividad
antiproliferativa (6¢-Cl, 6¢-PFs y 7b-PFe) al ser foto-excitados con luz azul, lo
que sugiere su potencial en terapia fotodinamica.

Por ultimo, se ha sintetizado con éxito y caracterizado otra familia de
compuestos cationicos [Ir(C*N)2(N"N)](PFs) [C*N ppy (a) y dfppy (b)], en los
que se ha modificado longitud y lipofilia de los grupos amidas con los que se
funcionalizan las bipiridinas [N*N dbbpy (6a y 6b), dobpy (8a), ddobpy (9a)
dhbpy (10a) y dPEGbpy (11a)]. La estructura del ion en 6b-PFs es similar a la
del 6b-Cl, aunque en este caso, la presencia de interacciones C-H--F y n-- F,
con el PFe” provoca la generacion de una red supramolecular.

Sus emisiones, al igual que las del capitulo anterior, dependen del
disolvente (solvatocromismo) y se atribuyen a una mezcla ML'CT
(Ir->N~N)/ALL’CT (C"N—N”N). La energia de la emision depende del
grupo ciclometalado que participa en el HOMO, mientras que las
modificaciones en los sustituyentes de la diimina no influyen en la energia

del LUMO localizado en los anillos de la bpy.
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En estos compuestos, la naturaleza extendida de las cadenas en la bipiridina
posibilita su empleo como emisores en LECs basados en el uso de acetato de
celulosa como electrolito. Para ello, se ha comenzado probando la eficacia del
complejo 6b-PFes.

Hay que sefalar que los intentos iniciales de obtener LECs con este electrolito
biogénico, utilizando como emisor el complejo de Ir(Ill) arquetipico
Ir(ppy)(dtbbpy)]PFs (dtbbpy: 4,4’-terbutil-2,2’-bipiridina), conducen a fases
activas en las que se produce la separacion de los componentes y formacion de
agregados que impiden el correcto funcionamiento del dispositivo. Sin embargo,
la presencia de cadenas orgdnicas, tanto en el complejo 6b-PFs como en el
electrolito, conduce a una excelente compatibilidad entre ambos que se
maximiza con la incorporacién del acetato de celulosa en una proporcién
del 20% en la capa activa.

En estas condiciones, la presencia en la capa activa del electrolito biogénico y del
complejo 6b-PFs aportan una mayor autoestabilidad y la obtencion de LECs que
llegan a duplicar su luminancia, eficacia y estabilidad cuando son comparados
con dispositivos de referencia sin acetato de celulosa. Estos resultados invitan
a la fabricacién de nuevos dispositivos basados en celulosa con emisores

Ir-iTMCs como los preparados en este capitulo 3.
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Experimental Section

E.1  Instrumental and spectroscopic techniques

Elemental analyses

Elemental analyses have been carried out with a Carlo Erba EA1110 CHNS/O
microanalyzer (chapter 1 and 2), or in a Perkin-Elmer 2400 CHNS/O microanalyzer
(chapter 3)

Mass spectra

Mass spectra were recorded on a Bruker Microflex matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) spectrometer operating in the linear
and reflector modes using dithranol as matrix and the Electrospray Mass spectra by
electrospray ionization on an interphase ESI/APCI Bruker Microtof-Q spectrometer with
positive and negative ion mode with MeOH/H>0 90/10 and 0.1 % formic acid as a mobile
phase operating in the negative FAB mode or a HP5989B mass spectrometer with
interphase API-ES HP 59987A.

Infrared spectra

IR spectra were obtained on a Nicolet Nexus FT-IR spectrometer from Nujol
mulls between polyethylene sheets (chapter 1) or on a a PerkinElmer Spectrum UATR
Two FT-IR Spectrometer with the diamond crystal ATR accessory covering the region
between 4000 and 450 cm™. Data processing was carried out with Omnic (chapter 2 and

3).

Nuclear Magnetic Resonance spectra

NMR spectra were recorded on a Bruker AVANCE ARX400 or a BRUKER ARX
300 spectrometers at 298 K. Chemical shifts are reported in parts per million (ppm)
relative to external standards (SiMes for 'H and *C{'H}, CFCls for “F{'H}, HsPOs for

31P{*H}), and all coupling constants are given in Hertz (Hz).
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UV-Visible absorption spectroscopy

The UV-vis absorption spectra in solution were measured with a Hewlett-
Packard 8453 spectrophotometer. The DRUV (diffuse reflectance ultraviolet) in the solid
state have been measured using a Shimadzu UV-3600 spectrometer with a Harrick
Praying Mantis accessory coupled to it. Samples were prepared mixing the complex with
KBr or silica, and the reflectance information was transformed following the Kubelka-

Munk function.

Emission spectroscopy, guantum yields and lifetime measurements

Excitation and emission spectra in solid state as well as in solution, were obtained
in a Jobin Yvon Horiba Fluorolog 3-11, Tau 3 spectrofluorometer (Chapter 1), Shimadzu
RF-6000 spectrofluorometer (Chapter 2) or on an Edinburgh FLS 1000 Fluorescence
spectrometer. The lifetime measurements were performed with a Jobin Yvon Horiba
Fluorolog operating in the phosphorimeter mode (with an F1-1029 lifetime emission
PMT assembly, using a 450 W xenon lamp) (chapter 1) or on an Edinburgh FLS 1000
Fluorescence spectrometer using a uF2 microsecond lamp flashlamp (Power: 100 W,
Fuse: 3.15 Amp A/S) and a Picosecond Pulsed Diode LED with a wavelength of 375 nm
with pulse length of 2-20 us (chapters 2 and 3). Quantum yields in solid state were
measured using a F-3018 Integrating Sphere mounted on a Fluorolog 3-11 Tau-3
spectrofluorometer for chapter 1 while an N-M101 integrating sphere on an Edinburgh
FLS 1000 Fluorescence spectrometer and Hamamatsu Absolute PL Quantum Yield

Measurement System Spectrometer C11347 were employed for chapter 2 and 3.

Theoretical calculations

Calculations of all complexes were carried out with the Gaussian 093! package
(Chapters 1) or Gaussian 162 (Chapters 2 and 3) using Becke’s three-parameter
functional combined with Lee-Yang-Parr’s correlation functional (B3LYP) in the singlet
state (So) and the unrestricted U-B3LYP in the triplet state (T1).>** The basis set used was
the LanL.2DZ effective core potential for Pt and Ir and 6-31G(d,p) for the ligand atoms.3
The So geometry was found to be a true minimum as no negative frequencies in the

vibrational frequency study of the final geometry were found.
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In Chapter 1, optimizations of 1 (a and b), 2a and 3b on the singlet state (So) were
performed by Rebeca Lara using as starting point the molecular geometry obtained
through X-ray diffraction analysis while 2b and 3a where modelized. The So geometry
was found to be a true minimum as no negative frequencies in the vibrational frequency
study of the final geometry were found. DFT, UDFT, and TD-DFT calculations were
carried out in the presence of dichloromethane, using the PCM
approach®> implemented in the Gaussian 09 software. The MO diagrams and the orbital
contributions were generated with Gaussian 09 software and Gauss-Sum? program,
respectively. The emission energies were calculated as the difference between the
optimized T: and So states (adiabatic electronic transition).The results were visualized

with GaussView.

In Chapter 2 and chapter 3 optimization of 6b-Cl and 6b-PFs on the singlet state
(So) were performed using as a starting point the molecular geometry obtained through
X-ray diffraction analysis while the rest were modelized using 6b-Cl modified. DFT and
TD-DFT calculations were carried out using the polarized continuum model approach®®
implemented in the Gaussian 16 software in the presence of dimethyl sulfoxide in
chapter 2 and acetonitrile in chapter 3. In chapter 2, Non-covalent interactions
isosurfaces were collected with Multiwfn (v 3.7) .3 These results were visualized with

the Visual Molecular Dynamics (VMD) program (v 19.3)* for 3D plots.

Crystal structures

In chapter 1, X-ray intensity data were collected with a Nonius Kappa-CCD area-
detector diffractometer, using graphite-monochromatic Mo-K. radiation, and images
processed using the DENZO and SCALEPACK suite of programs,*” carrying out the
absorption correction at this point for complexes 1b and 2a. For 3b, the absorption
correction was performed using MULTI-SCAN,** with the WINGX program suite.®!
The structures were solved by intrinsic phasing using SHELXT (3b),**2 and refined by
full-matrix least squares on F? with SHELXL.?>® All non-hydrogen atoms were assigned
anisotropic displacement parameters. All the hydrogen atoms were constrained to
idealized geometries fixing isotropic displacement parameters 1.2 times the Ui value of

their attached atoms, except those of methyl and carboxylic acid groups, which were
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fixed to 1.5 times the Ui value of their attached carbons. The structures of 2a and 3b
showed disordered crystallization molecules of solvent, which could not be properly
modelled. For 2a, two CH2Cl> molecules were properly resolved from the difference
density map. Further examination of the structure with PLATON®** and SQUEEZE
revealed the presence of a central void of 1006 A% in the unit cell, containing 468 e-, which
tits well with the presence of additional eleven CH:Cl: molecules in the unit cell
(2a-3.25CH:CL2). For 3b, examination with PLATON3* and SQUEEZE®*%5 of the
structure revealed the presence in the unit cell of four voids of 330 A3, containing a total
of 346 e, and two voids of 46 A3, containing a total of 54 e, which fits well with the
presence of eight CH2Cl> and four H20 molecules in the unit cell (3b-2CH:Cl2-H20).
Finally, the structure of 2a shows three residual peaks greater than 1 e A%, but with no

chemical meaning.
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Table E.1. X-ray Crystallographic Data for 1b, 2a-3.25CH2Clz and 3b-2CH2Cl.- H.O

1b 2a-3.25CH:Cl2 3b-2CH2Cl2-H20
Empirical formula CoHuF7NPtS CssHuClEENO:PPt CsoHee F7N2Os P Pt
Fw 630.45 865.08 929.68
T (K) 173(1) 173(1) 173(1)
crystal system, space Triclinic, P -1 Triclinic, P -1 Orthorhombic, P bna
group
a(A) 7.2263(3) 14.3989(5) 9.5330(2)
b(A) 10.8523(5) 14.6806(5) 21.7810(3)
c(A) 12.0003(5) 19.7436(5) 38.4280(7)
o(deg) 94.800(2) 106.044(2) 90.
B(deg) 91.135(3) 91.047(2) 90
y(deg) 97.103(2) 94.401(1) 90.
volume (A3) 930.16(7) 3995.7(2) 7979.1(2)
V4 2 4 8
Dealea (Mg/m?3) 2.251 1.438 1.548
absorption coefficient |7.734 3.670 3.615
(mm-)
F(000) 596 1684 3632
0 range for data 1.898 to 27.498 1.745 to 25.350 1.870 to 27.455
collection (deg)
no of data / restraints/ |4210/0/271 14631 /0 /760 8708 /0 /478
params
goodness-of-fit on F2l | 1.049 1.038 1.081
final R indices R1=0.0196, R1 =0.0470, R1=0.0463,
[[>25(I)]t] wR2 = 0.0475 wR2 =0.1096 wR2 =0.12361
R indices (all data)t! R1 =0.0209, R1=0.06251, R1=0.0903,
wR2 =0.0481 wR2 =0.1167 wR2 =0.1575
largest diff peak and 0.695and -1.396  1.944 and -2.324 0.905 and -1.285
hole (e.A-)

WIR1=3(| Fol - | F|)/2 | Fol; wR2 = [Sw(Fo? = F2)2/SwFs] 12, goodness of fit = {[w(Fo? — F2)2]/(Nobs —
Nparam)}l/z,' w = [GZ(FO) + (g1P)2 + g2P]'1,' P= [maX(F02;0 + ZPCZ]/3

In chapter 2 and 3 X-ray diffraction intensity data were collected with a Bruker
D8 QUEST (PHOTON 100 CMOS) area-detector diffractometer, using graphite-
monochromatic Mo-K, radiation with an Oxford Cryosystem temperature controller.
The images were collected and processed using Bruker APEX3 and SAINT programs,3*
carrying out the absorption correction at this point by semi-empirical methods using
SADABS.*¢ The structures were solved by intrinsic phasing using SHELXT,*” and
refined by full-matrix least squares on F? with SHELXL,** using the WINGX program

suite.3® All non-hydrogen atoms were assigned anisotropic displacement parameters.

For complex 6b-Cl and 6b-PFs, two CHCIs molecules per complex molecule were found

in the electron density map. Nevertheless, further inspection of the structure with

267

ARTTEES. 0



PLATON?® and SQUEEZE® revealed the presence of two void of 426 e-A< in the unit
cell of 6b-Cl, each of them containing 105 electrons, which fits well for the presence of
one additional molecule of CHCls for each iridium(Ill) molecule complex (6b-
C1-3CHCIs). For 6¢c-PO:Fz-acetone, two carboxylic hydrogens (H1 and H3) were found in
the electronic density map and one restrain was used to fix one of them to its
corresponding oxygen atom (O1). In 6b-PFe, a deeply inspection of the structure
revealed the presence of one void of 198.3 e-A% in the unit cell, containing 62 e, which
fits well with the presence of one and a half molecules in the unit cell (6b-
PF¢-0.75CH2CL). Finally, several restrains have been used in order to model positional
disorders in the n-butylamide chains. Specifically, for 6b-Cl-3CHCls, one aliphatic chain
has been modelled (C19-C22 50/50) using two restrains, while for complex 6d-
PO:zFz-acetone, both aliphatic chains have been modelled (C37-C40 y C42-C45 60/40) and
only one restrain has been used. Finally, ten restrains were used to model positional
disorders (50/50) in both the n-butylamide chains (C29-C33 and C39-C43) of 6b-PFe-.

Table E.2. X-ray Crystallographic Data for [Ir(dfppy)(dbbpy)]Cl-3CHCIs (6b-3CHCls),
Ir(COOHdfppy)2(dbbpy)]PO:F2-acetone (6d-PO:Fz-acetone).

6b-3CHCls 6d-PO:Fz-acetone
Empirical formula CasHa1ClioFalrNeO:2 C47 Haa Fo Ir N6 O P
Fw 1201.17 1174.05
T (K) 135(1) K 100(2)
crystal system, space group Monoclinic Monoclinic
a(A) 17.941(3) 11.1184(5)
b(A) 28.409(5) 30.6557(17)
c(A) 11.205(2) 13.7608(8)
o(deg) 90 90
B(deg) 110.153(6) 98.189(2)
y(deg) 90 90
volume (A3) 5361.5(17) 4642.4(4)
4 4 4
Dcaicd (Mg/m?3) 1.488 1.680
absorption coefficient (mm-) 2.892 2.998
F(000) 2376 2344
0 range for data collection (deg) 2.868 to 28.281 2.867 to 27.103
no of data / restraints / params 6646 // 2 // 299 10231 /2 /657
goodness-of-fit on F2l] 1.041 1.208
final R indices [I>2c(I)]®! R1=0.0235 wR2 = 0572 R1=0,0326 wRz =0.0715
R indices (all data)t! R1=0.0273 wR: = 0.0584 R1=0,0332 wR:=0.0719
largest diff peak and hole (e.A) 0.947 and -0.586 1.269 and -1.530

@R1=3(|Fo| - |F[)/Z | Fol; wRa = [Sw(Fe? — F2)2/SwFo2]12; goodness of fit = {£[w(Fe? —
Fcz)z]/(Nobs - Nparam)}l/z,' w = [GZ(FO) + (glp)z + gzP]'l,‘ P= [maX(Foz,'O + 2FC2]/3
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Table E.3. X-ray Crystallographic Data for 6b-PFs-0.75CH2Cl>

6b-3CHCI:
Empirical formula Ca2HssF10lrN6O:2P
Fw 1071.95
T (K) 100(1) K
crystal system, space group Triclinic, P -1
a(A) 8.463(3)
b(A) 15.133(6)
c(A) 17.073(7)
o(deg) 99.13(2)
B(deg) 91.34(1)
y(deg) 99.89(1)
volume (AS3) 2123.8(15)
Z 2
Dcaecd (Mg/m3) 1.676
Absorption coefficient (mm-) 3.2692
F(000) 1060
0 range for data collection (deg) 2.814 to 28.762
no of data / restraints / params 9330 // 10 // 496
Goodness-of-fit on F2ll 1.132
Final R indices [[>2c(I)]! R1=0.0574, wR2 = 0.1482
R indices (all data)t! R1=0.0615, wR2 =0.1513
largest diff peak and hole (e.A-) 2.791 and -2.705

@ Ri=35(| Fo| - |F|)/2| Fol; wR2 = [Sw(Fe? — F2)/SwFo2]12; goodness of fit = {S[w(Fo? —
Fcz)zl/(Nobs - Nparam)}1/2,' w = [(52(F0) + (glp)z + gZP]'l,' P= [maX(Foz,'O + ZFCZ]/3

Cyclic voltammetry

Cyclic voltammetry measurements were carried out on a Voltalab PST050
electrochemical ~ workstation, using a solution of tetra-butylammonium
hexafluorophosphate (NBusPFs) as the supporting electrolyte. A conventional three-
electrode configuration was used, consisting of a platinum spar working electrode, a

platinum wire counter electrode, and an Ag/AgCl reference electrode.

Lipophilicity Determinations.

Relative Lipophilicity measurements by RP-UPLC were performed using a
Waters Acquity UPLC system (Waters, Milford, MA, USA), which was interfaced to
quadrupole, high resolution, TOF mass spectrometer (micrOTOF-Q Bruker, Bremen,
Germany), using an ESI interface operating in positive ion mode. The UPLC separation
was performed using an Acquity UPLC BEH C18 1.7 um particle size analytical column
100 mm x 2.1 mm (Waters) at a flow rate of 0.35 mL/min. The mobile phases used were

A =H0 with 0.1% HCOOH and B = acetonitrile with 0.1% HCOOH. The percentage of
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organic modifier (B) was changed linearly as follows: 0 min., 50%; 9.5 min., 99%; 11.5
min., 99%; 12 min., 20%; 12.5 min., 20%. Nitrogen (from a nitrogen generator) was used
as the drying gas and nebulizing gas (2 Bar). The column temperature was set to 30°C.
MS data were acquired over an m/z range of 50-3300. A capillary voltage of 4.5 kV, set
end plate offset -500 V, dry gass of 7.0 L/min. and set dry heater of 190°C were used.
Calibrations were conducted from m/z 50 to 3300 with a HCOONa solution (15 mg) in
100 mL of water. MS data were acquired in centroid mode and were processed by the
DataAnalysis application manager (within Compass Data Analysis 4.2 SR2; Bruker

Corporation). Samples were dissolved in 10% v/v methanol in water, ~10 uM.

Studio of reaction with NADH

The interaction between complexes 6b-Cl and 7b-PFs (1 uM) with NADH (100
puM) in a solution of 20% Methanol and 80% H>O was monitored by UV-Vis at 298 k after
intervals of 1 hour. TON can be calculated as the difference in NADH concentration after
8 hours of reaction divided by the concentration of the complex being studied. The
concentration of NADH was obtained employing the extinction coefficient €33 = 6220 M-

Lem.

Determination of 10: generation gquantum yields.

Singlet Oxygen quantum yields (@af©) were determined according to a relative

procedure adapted from the literature,®** 3

which is based on monitoring by UV-Vis
spectroscopy the oxidation of 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF, yellow) to 1,2-

dibenzoylbenzene (colorless) photosensitized by [Ru(bpy)s:]Cl2in acetonitrile solution.

Ph 2

= Ru(ll) PC Ph
o] —_—
= CH4CN, O,, R.T. Ph
460 nm
Ph o
1,3-diphenylisobenzofuran 1,2-dibenzoylbenzene

(DPBF)

DPBF was selected as the 'Oz scavenger due to its fast reaction with 'Oz. Air-equilibrated
acetonitrile solutions containing DPBF were prepared (~8 x 10° M) in a cuvette and their
absorbance adjusted to around 1.0 at 410 nm. Then, the photosensitizer ([Ru(bpy)3]Clz,
10 M, corresponding to absorbance around 0.2) was introduced in the cuvette.
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Low dye concentrations were used to minimize quenching of 'O: by the dyes. The
mixture was irradiated with a blue LED strip (Air =460 nm) at room temperature for 0.5
seconds irradiation intervals during a total exposure period of 180 seconds and

absorption UV-Vis spectra were recorded after every irradiation interval.

The decrease in the absorption band at 410 nm was plotted vs. the irradiation time and

the experimental data were fitted to a straight line.

An acetonitrile solution of DPBF without the Ru(Ill) complex was examined to
confirm its photostability under identical irradiation conditions (20 s). The @aF¢ were
calculated by a relative method using equation (1), and [Ru(bpy)s]Cl2 as the reference for

102 photosensitization in acetonitrile (¢a’ = 0.56).%%
P = pi* x (S x ) / (S x B eq (1)

Where §, is the slope of a linear fit for the change in absorbance of DPBF (at 410
nm) with the irradiation time, and F, is the absorption correction factor, which is given
by F = 1x10°P (where OD is the optical density at the irradiation wavelength). The
superscripts PC and S stand for the Ru(Il) photocatalysts and the standard sensitizer,

respectively.
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E.2 Biological studies (collaboration with CIBIR)
Cell culture

A549 (tumor adenocarcinomic alveolar basal epithelial cells), HelLa (tumor
epitheloid cervix carcinoma cells), NL-20 (non-tumor immortalized bronchial epithelial
cells) BEAS-2B (bronchial epithelium) human cell lines as well as immortalized mouse
embryonic fibroblasts (3T3) obtained from lungs (LMEFs) were cultured following the
American Type Culture Collection (www.atcc.org) recommendations and standard
methods, as previously described.!3% 19 202b 2633 362~ A549 and HeLa cell lines were
maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
2.0 mM L-glutamine. The NL-20 cell line was grown in Ham’s F-12 medium
supplemented with 1.5 g L' sodium bicarbonate, 2.7 g L™ glucose, 2.0 mM L-glutamine,
0.1 mM non-essential aminoacids, 0.005 mg mL™ insulin, 10 ng mL~" epidermal growth
factor, 0.001 mg mL™" transferrin, 500 ng mL-'hydrocortisone and 4% FBS. Penicillin (100
U mL™) and streptomycin (100 pug mL™") were added to all media. Cultures were
maintained under a humidified atmosphere of 95% air/5% CO: at 37 °C, and were sub-

cultured before they get confluent using a 0.25% trypsin-EDTA solution.

Cytotoxicity assay

The MTS hydrolysis method 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS-based CellTiter 96,
AQueous Assay; Promega Corp., Madison, WI) was used to determine the cell viability
as an indicator of A549 and Hela cell sensitivity to the complexes as previously
reported.’®* Briefly, 50 uL of exponentially growing cells was seeded at densities of 1.5 x
10° (A549 and HeLa), 7.0 x 10° (NL-20) and 6.0 x 103 (BEAS-2B) cells per well, in a 96-
well flat-bottomed microplate in growing media, with 5% (A549), 10% (HeLa), and 2%
(NL-20) FBS. A total of 24 h later, they were incubated for 72 h with the compounds.

Chapter 1: The complexes were dissolved in either DMSO at 16 mM
(1a, 2a, 2b, 3a, and 3b) or 8 mM (1b) or H20 at 16 mM (4a and 4b). Cisplatin (Alfa Aesar,
Karlsruhe, Germany) as a reference was dissolved at 6.4 mM in a saline solution."® 36
These stock solutions were kept frozen until they were dissolved in a test medium as

nine 1:2 serial dilutions for the three cell lines, except 4a for A549 cells and 1b for HeLa,
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which were serially diluted 1:1.5. A total of 50 uL of each dilution or medium alone was
added to growing cells in the 96-well plate designed as previously recommended.3*
Final concentrations in sextuplicates ranged from 0.39 to 100 uM (1b), from 0.78 to 200
uM (2 and 3), from 19.51 to 500 uM (4a), and from 1.95 to 500 uM (4b) for A549 cells,
from 3.9 to 100 uM (1b), from 0.31 to 80 uM (2a), from 0.39 to 100 uM (2b), from 0.78 to
200 uM (3a and 3b), and from 1.95 to 500 uM (4a and 4b) for HeLa cells, and from 0.39
to 100 uM (1b), from 0.78 to 200 uM (2a and 2b), and from 1.95 to 500 uM (4b) for NL-20
cells. In the case of cisplatin, serial dilutions were 1:1.5 ranging from 1.56 to 40 uM for
A549 cells,'* and 1:2 ranging from 0.78 to 200 uM for HeLa cells.’* After 72 h at 37 °C,
20 pl of MTS was added and plates were incubated for 1 h at 37 °C. Finally, the optical
density was measured at 490 nm using a 96-well multiscanner autoreader (POLARstar
Omega, BMG Labtech; Germany). Each experiment was repeated three times.
Appropriate solvent controls were run along with samples to discard DMSO cytotoxic
effect. The ICso (drug concentration that produced 50% inhibition of cell proliferation)
was calculated by plotting percentage of growing inhibition versus log of the drug

concentration using the GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA) software.

Chapter 2: The complexes were dissolved in DMSO at 16 mM (6d-Cl and 7b-PFs)
or 8 mM (6b-Cl, 6c and 6d-PFs). Cisplatin (Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany) as a
reference was dissolved at 6.4 mM in a saline solution.’® These stock solutions were kept
frozen until they were dissolved in a test medium as nine 1:2 serial dilutions for the three
cell lines. A total of 50 uL of each dilution or complete medium alone was added to
growing cells in the 96-well plate designed as previously recommended.’* Final
concentrations in sextuplicates ranged from 400 to 1.56 uM (6¢-Cl, 6¢PFs, 6d-PF¢ and 7b-
PFs), from 200 to 0.78 uM (6d-Cl) and from 50 to 0.19 uM (6b-Cl) for A549 cells; from 400
to 1.56 uM (7b-PFe), from 320 to 1.25 uM (6¢-PFs) and from 50 to 0.19 uM (6b-Cl) for
HeLa cells; and from 400 to 1.56 uM (6¢-PFe, and 7b-PFs) and from 200 to 078 uM (6b-
Cl) for BEAS-2B cells. In the case of cisplatin, serial dilutions were 1:1.5 ranging from 40
to 1.56 uM for A549 cells and 1:2 ranging from 200 to 0.78 uM for HeLa cells.'* For BEAS-
2B cells cisplatin serial dilutions were 1:2,5 ranging from 100 to 0,07 uM. After 72 h at 37
°C, 20 pL of MTS was added and plates were incubated for 1 h (A549 and HeLa) or 2 h

(BEAS-2B) at 37 °C. Finally, the optical density was measured at 490 nm using a 96-well
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multiscanner autoreader (POLARstar Omega; BMG Labtech, Offenburg, Germany).
Each experiment was repeated three times. The ICso (drug concentration that produced
50% inhibition of cell proliferation) was calculated by plotting the percentage of growing
inhibition versus log of the drug concentration using the GraphPad Prism 6 (La Jolla,
CA) software. The selectivity index (SI) was calculated according to the following

equation:

Selectivity index

The selectivity index (SI) was calculated according to the following equation: SI =
ICs0 non-tumor cell (NL20)/ICso tumor cells (A549 or HeLa) (chapter 1), (BEAS-2B)/ICso
tumor cells (A549 or HeLa) (chapter 2), as previously reported.?’?® Non-tumor NL20 and
BEAS-2B epithelial lung cells served as the selectivity reference to match the same tissue

origin of A549 lung carcinoma (epithelial origin) cells, as suggested.3%

In vitro photocytotoxicity testing

Induction of phototoxicity in cultured cells was performed following previous
reports, with modifications.*¢ A549 cell were seeded in 96-well plates as described above
for the MTS assay. 24 h later, cells were washed with HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) (with 1 g/L glucose, without phenol red and pyruvate: Cat No. 14175-046
Gibco) and incubated in 50 pL sextuplicates of HBSS alone or in 1:2 nine serial dilutions
in HBSS for 1 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. Final concentrations in sextuplicates
ranged from 400 to 1.56 uM (6¢-PFs), from 200 to 0.78 uM (6c-Cland 6d-Cl) and from 150
to 0.59 uM (7b-PFs). After 1 h of exposure to the complexes, plates were laid 91 mm
under a LED lamp (Amax 396 nm; Onforu 15W IP66) and irradiated (“photoinduced”
plate) under room normoxic atmosphere for 15 min (6c-Cl and 6d-Cl), 10 min (6c-PFe)
and 3 min (7b-PFe). Meanwhile, an equivalent control non-irradiated plate was
manipulated in the same way (“nonphotoinduced” plate). After, cells were washed with
HBSS, added 100 uL of complete medium and further incubated for 72 h at 37°C in a 5%
CO2 atmosphere. Finally, 20 uL of MTS was added to each well, plates were incubated
for 1 h at 37°C and the optical density was measured at 490 nm using a 96-well multi-
scanner auto reader. Each experiment was repeated three times. The IC50 was calculated

as described above under the Cytotoxicity Assay section.
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Interaction of complexes with DNA

Interaction between complexes and cisplatin with pBR322 plasmid DNA was
studied by gel electrophoresis (mobility shift assay) as described by Frik et al.?!'c The
amount of DNA was kept constant (200 ng) while the concentrations of compounds were
varied to get increasing molar ratios respect to plasmid DNA base pairs (bp) (0.25:1,
0.5:1, 1:1, 2:1 and 4:1) in chapter 1 and (0.5:1, 1:1, 2:1, 4:1 and 8:1) in chapter 2. Aliquots
of 2 uL of pBR322 plasmid DNA were mixed either alone or with 0.25, 0.5, 1, 2 or 4 uL
in chapter 1 and 0.5, 1, 2, 4 or 8 uL in chapter 2 of each compound solution (300 uM),
respectively, in 10 pL final volume of interaction buffer (50 mM NaClOs, 5 mM Tris-HCl
pH =7.5). Mixtures were incubated at 37 °C for 20 h in the dark, and after adding 2 pL
of loading dye, were loaded onto 1% (w/v) agarose gels made in Tris-acetate/EDTA
buffer (TAE) and separated by electrophoresis for 4 h at 70 V in TAE. Finally, gels were
dyed for 30 min by immersion in a 3X solution of GelRed Nucleic Acid Gel Stain®
(Biotium Inc.; Fremont, CA) diluted in 100 mM NaCl, and images registered using a Gel-
Doc System with help of Quantity One software (BioRad; Hercules, CA)

Localization in cells (chapter 1)

Chapter 1: In vivo cytolocalization of complexes 1a,b, 2a,b and 3a,b in A549 and
HeLa cells was performed as previously described.!** Cells were cultured over one cm
diameter poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) coated coverslips into a 24-well plate in 0.5 mL
of supplemented culture medium per well for 72 h. Then, 0.5 mL of medium containing
20 uM of each compound and 3.2 uM of Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich), were added
and cells were incubated at 37 °C for 1 h. Medium was removed and cells were washed
twice with phosphate buffer saline (PBS, pH 7.2). As a control to discard emission
bleeding between light channels, the incubation of cells was also performed separately
with Hoechst alone. Coverslips were removed from plates and mounted on glass slides
before being immediately examined under a fluorescence microscope (Leica DM600B).
The microscope was equipped with a Nomarski differential interference contrast for
transmitted light, and with an incident light fluorescence illuminator accommodating
three filter cubes (N2.1: Ae filter BP 515-560, dichromatic mirror 580, suppression filter
Aem LP 590; Y5: Aex filter BP 620/60, dichromatic mirror 660, suppression filter Aem BP
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700/75; and A4: Ae filter BP 360/40, dichromatic mirror 400, suppression filter Aem BP
470/40) (Leica), suitable for imaging switching between Nomarski DIC transmitted light,
and green, red and blue fluorescent light channels. Images of the living cells were
documented using a 40x objective (Leica PLAN APO), a B&W digital camera
(Hamamatsu ORCA R2, mod. C10600) and additional 5x digital zoom with the help of
Micro-Manager Open Source Microscopy Software and Fiji/Image] free software.’¢
Exposure times were 100 ms for Nomarski imaging pictures, 50 ms for Hoechst in blue
and 2 s for the emissive compounds in green. Fluorescence intensity in cells was
evaluated on a qualitative manner, based on de visu observation and considering the
image setting adjustment, as reported.'® Intensity was classified on a linear scale 0-4 (-,
no staining; +, weak staining; ++, medium staining; +++, strong staining; and ++++, very

strong staining).

Cellular localization of complexes by confocal microscopy (chapter 2)

Cytolocalization of compounds in living cells was analyzed as we previously
described.?% A549 cells were seeded onto poly-D-lysine-coated glass-bottomed culture
dishes (MatTek Corporation, Ashland, MA) and let then grow up to 50-70 % confluency
for 24-48 h. Next, the growth medium was removed and cells were incubated with
different concentrations of compounds 6b-Cl, 6¢ (Cl and PFs), 6d (Cl and PFs) and 7b-
PFs in growth medium at 37°C in 5% CO: up to 24 h. To determine cytolocalization of
compounds in nuclei, mitochondria or lysosomes, cells were co-stained with
corresponding trackers: Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) and MitoTracker® Deep Red
FM or LysoTracker® Red DND-99. To label mitochondria and lysosomes following
treatments with compounds, media were removed and substituted with fresh media
containing compounds and 3.2 uM Hoechst, 100 nM MitoTracker and/or 100 nM
LysoTracker and incubated for 30 min at 37°C in 5% CO, in order to obtain either single

or multiple fluorescent labelings.

Micrographs of living cells were taken at different incubation times with the compounds
alone or combined with trackers using a Leica TCS SP5 laser scanning confocal. All
images were taken at 37°C and 5% CO: and using immersion oil. 405 Diode, Argon, and

HeliumNeon (HeNe) laser lines were S8 applied to excite the samples and tunable filters
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were used to minimize crosstalk between fluorochromes. Gain, offset, and pinhole
settings were identical for all samples within each experiment. The non-treated cells
were used to establish the gain and offset settings to exclude non-specific and auto
fluorescence. Images were documented with the help of LAS AF Lite microscopy
software and projected into a single layer, or merged in one multilayered data set using

the Fiji/Image] Open Source image processing software package.

Effects on microtubule polymerization: cell treatment, immunocytochemistry

and confocal microscopy.

A549 and HelLa cells were cultured over one cm diameter poly-L-lysine (Sigma-
Aldrich) coated coverslips into a 24-well plate in 0.5 mL of supplemented culture
medium per well for 48 h. Then, 0.5 mL of medium containing complex 2b or nocodazole
(Sigma-Aldrich) was added in order to achieve 200 and 10 pM, respectively. Cells were
incubated with this compounds at 37 °C at different time points (30 min, 2 and 6 h),
medium was removed, cells were washed twice with phosphate buffer saline (PBS, pH
7.2), and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS. Nocodazole was used to induce
microtubule depolymerization as reported.?? For immunocytochemical fluorescent
staining, cells were permeabilized with 0.5% IGEPAL (Sigma-Aldrich) and 100 mM
glycine in PBS (pH 7.4), washed with PBS, blocked with 5% FBS in PBS, and exposed to
a mouse monoclonal anti-p tubulin primary antibody (clone TUB 2.1; Sigma-Aldrich)
(1:1000 dilution in blocking solution) overnight at 4°C to specifically label microtubules.
The following day, after three washes in 0.02% Tween-20 (Sigma-Aldrich) in PBS, Cy3
goat antimouse IgGs (Jackson Immuno Research) (1:400 dilution in blocking solution)
which bind anti-tubulin IgGs, were added to the cells for 2 h. Finally, after three PBS
washes, coverslips were placed on glass slides using ProLong Gold Antifade Reagent
(Molecular Probes) containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Molecular
Probes) as a nuclear counterstain. Slides were examined under a confocal microscope
(TCS SP5, Leica Microsystems, Mannheim; Germany) and documented using a 63x oil
immersion objective and additional 4x digital zoom with help of LAS AF Lite
microscopy software (Leica Microsystems). Images were projected into a single layer
and the resulting two-dimensional data set was merged using the Fiji/Image] Open

Source image processing software package.*”?
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E.3  Fabrication of LECs

The fabrication of LECs was carried out at Technical University of Munich by Prof.

R. Costa’s group (Biogenic Functional Materials).

Thin Film Preparation

Master solutions for each component were separately prepared. Blend solution
were prepared by mixing the master solutions together in a desired mass ratio, followed
by stirring on a magnetic hot plate for 1h. 6b-PFs was dissolved in acetonitrile (MeCN)
at concentration of 15 mg-mL™ while CA and THABF: were dissolved at concentration

of 5 and 20 mg-mL-}, respectively either in THF or MeCN.

For self-stability tests, cleaned quartz substrates were used and they were stored in
ambient conditions. Thin films were prepared from a filtered solution of the desired
blend by spin-coating it at 800 rpm for 30 s, at 1500 rpm for 30 s, and at 3000 rpm for an

additional 10 s.

AFM measurements were acquired using an MFP-3D Origin+ (Asylum Research), and
further elaborate with Gwyddion evaluation software. The nano-mechanical properties
were measured using AMFM mode for the acquisition of modulus in high frequency
(1.6 MHz). The cantilever spring constants used in this work were around 20-30 N-m™".

The tip radius was calibrated with internal reference.

The photoluminescence spectra and PLQY values in thin film were measured with an
FS5 Spectrofluorometer with integrating sphere SC-30 (Edinburgh Instruments). The
excited-state lifetimes were acquired with a TCSPC diode at A 377.6 nm or 454 nm and
their average value can be obtained using the following equation.3®

ATE + Ayt
T = —
Aty + AiTq

Device Fabrication and Characterization

ITO substrates were purchased from Naranjo Substrates with an ITO thickness

of 130 nm. They were extensively cleaned using detergent, water, ethanol, and propan-
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2-ol as solvents in an ultrasonic bath (frequency 37-70 Hz) for 15 min each. Afterward,
the slides were dried with inert gas and put in a UV-ozone cleaner for 8 min. The clean
plates were coated with 70 nm PEDOT:PSS layers via spin coating to increase the device
reproducibility. To this end, an aqueous solution of PEDOT:PSS was filtered and mixed
with propan-2-ol in a ratio of 3:1. From this solution, 50 pL were dropped onto the
substrate at a rotation speed of 2000 rpm and spun for 60 s. The resulting layers were
dried on a hotplate at 120°C and stored under N:. The active layers were deposited from
blend solutions and spin coated at 800 rpm for 30 s, at 1500 rpm for 30 s, and at 3000 rpm
for an additional 10 s, resulting in 80-100 nm thick film. For functional LEC fabrication,
glass/ITO/PEDOT:PSS substrates were used and after the deposition of the active layer
the devices were dried under vacuum for 2 h and transferred to an inert atmosphere
glovebox. Finally, aluminum cathode (90 nm) was thermally evaporated onto the active
layer using a shadow mask under high vacuum (<10-° mbar) in an Angstrom Covap
evaporator integrated into the inert atmosphere glovebox. Time dependence of
luminance, voltage, and current was measured by applying constant and/or pulsed
voltage and current by monitoring the desired parameters simultaneously by using
Avantes spectrophotometer (Avaspec-ULS2048L-USB2) in conjunction with a calibrated
integrated sphere Avasphere 30-Irrad and Botest OLT OLED Lifetime-Test System.
Electroluminescence spectra were recorded using the above-mentioned
spectrophotometer. Electrochemical impedance spectroscopic assays (EIS) were carried
out with a potentiostat/galvanostatic (Metrohm pAutolablll) equipped with a frequency
response analyzer module (FRA2). Measurements were performed at the applied
voltage range from 0 to 4 V and fitted with the Nova 2.1 software. Riec represents the
effective resistance of the active layer, including injection resistances, CPELec represents
the capacitance of the two electrodes contacting the film. The second resistor (Rserics)
represents all external resistances, including those of the ITO and Al electrodes, and Leabies
represents the inductance of the measurement cables. The AC signal amplitude was set

to 10 mV, modulated in a frequency range from 10° to 10° MHz.
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Statistical Analysis

Thin films statistic involve three replicates for each composition, while the device
statistics involve up to five different devices, i.e., a total number of 20 pixels. The absence
of outliers had been confirmed via t-test. The data reported in the text and in the tables
refer to the average values. Relative standard deviation span from 1% to 10%. The

software OriginPro 2020 has been used for data analysis and evaluation
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E.4 Synthesis of compounds

Synthesis of the starting materials

The starting materials were prepared following the reported procedures:
[cis-Pt(CeF5)(THF)2]3%
[cis-Pt(CsF5)(dmso — kS)2]*7°
[Pt(ppy)(CsFs)(dmso — kS)]'*
[Ir(ppy)2(u-C1)]2**
[Ir(dfppy)a(u-CD]2>>
[Ir(dfppy)2(MeCN):2]PF¢2%
2,6-difluoro-3-(pyridin-2-yl)benzaldehyde?3
2,6-difluoro-3-(pyridin-2-yl)benzoic acid?*
4,4"-[CONH(CHz)sCHs]2-bipyridine (dbbpy) ©
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Synthesis of N,N’-dioleyl-2,2’-bipyridine-4,4’-dicarboxamide (dobpy).

N,N'-dioleyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide (dobpy) was prepared according to the
literature procedure described for N,N'-dibutyl-2,2-bipyridine-4,4'-dicarboxamide
(dbbpy),°! using oleylamine instead of butylamine. 4,4'-diethoxycarbonyl-2,2"-bipyridine
(100 mg, 0.30 mmol) was suspended in oleylamine (15 mL) and heated at 100 °C
overnight under nitrogen atmosphere. Once the reaction was over and cooled to room
temperature, a white solid precipitated that was filtered and washed with diethyl ether.
Yield (60%).

ESI (+): m/z (% ) 743 [M+H]* (100%).

'H NMR (CDCls, 400 MHz 9): 8.81 (d, Juu= 4.8 Hz, H¢ dobpy); 8.64 (s, H> dobpy) ; 7.82
(d, Jun=4.2 Hz, H° dobpy); 6.4 (t, Jun= 5.1 Hz, NH); 5.34 (t, Jun= 5.1 Hz, 2H, CH=CH);
3.50 (m, 2H, NCH>): 2.02 (m, 4H, CH:CH=CH); 1.65 (m, 2H, NHCH:CH?>); 1.54 - 1.26 (m,
22H, CHy); 0.87 (m, 3H, CHs).

BC{'H} NMR (CDCl; 100.6 MHz, d): 165.47 (s, CO); 156.13 (s, C* dobpy or C? dobpy);
150.32 (s, C° dobpy); 143.32 (s, C* dobpy or C2 dobpy); 130.15 (s, CH=CH); 129.92 (s,
CH=CH); 122.54 (s, C5 dobpy); 117.53 (s, C* dobpy); 40.53 (s, NHCHZ); 32.05 — 22.83 (m,
CHb); 27.35 (m, CH:CH=CH); 14.26 (s, CH).
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Synthesis of N,N’-disusitued-2,2’-bipyridine-4,4’-dicarboxamide.

Ligands N,N'-didodecyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide (ddobpy), N,N’-dihexadecyl-
2,2-bipyridine-4,4’-dicarboxamide (dhbpy) and N,N'-di-2-(2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy)ethyl-2,2"-bipyridine-4,4'-dicarboxamide ~ (dPEGbpy)  were
prepared according to the literature procedure described for the synthesis of 4,4’-
[CONH(CH2)sSi(OCH2CHs)s]o-bipyridine, 2  using  the  corresponding  amine
(dodecylamine, hexadecylamide or 2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethanamine). A
suspension of 2,2'-bipyridine-4,4’-dicarboxylic acid (300 mg, 1.22 mmol) with an excess
of 20 eq. of thionyl chloride was refluxed in anhydrous THF under N:conditions for 3
hours to obtain [2,2'-bipyridine]-4,4'-dicarbonyl dichloride. After evaporating the
solvent, 2 equivalents of the corresponding amine and 3 equivalents of triethylamine
were added dropwise to a solution of the precursor in 10 mL of anhydrous
dichloromethane. The pink solution was stirred for 4 hours and the mixture was first
washed with a saturated sodium bicarbonate aqueous solution and then with a saturated
aqueous solution of NaCl. The organic phase was then dried with anhydrous
magnesium sulfate, filtered and evaporated to afford the functionalized bipyridines as

white solids in good yields Ddobpy (83 %), Dhbpy (86 %), APEGbpy( 76 %).
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Synthesis of new compounds

Preparation of [Pt(dfppy)(CsF5)(DMSO)] (1b).

2-(2,4-difluorophenyl)pyridine (0.14 g, 0.73 mmol) 3

R
was added to a toluene solution (7 mL) of cis- I | l_me

5. //N/I/,,,"' “\\\\\\ \Me
[Pt(CeFs)2(DMSO)]"! (0.5 g, 0.73 mmol) and the 12 /""pt < ¢

11.

mixture was refluxed for 24 h. The resulting yellow F\G” lﬁ F F

|
solution was evaporated to dryness and treated with 7%8 2 FF
methanol (5 mL) to give 1b as a pale yellow solid, ||:

which was filtered and washed with 5 mL of diethyl ether (0.4 g, 87%).

Elemental analysis (%): Anal. Calcd for C1oHi2F’NOPtS: C, 36.20, H, 1.92, N, 2.22, S, 5.09.
Found: C, 35.58, H, 2.17, N, 1.62, S, 5.59%.

ESI (+): m/z (%) 630 [M+Na]* (100).

IR (cm): v(C-F, CeFs) 1094 (m), 944 (m), v(CsF5)x-sens 799 (m).

H NMR (CDCls, 400.1 MHz, 293 K, d): 9.72 (d, ] = 6 Hz, 3Jr-n = 20 Hz, H?); 8.21 (dd, ¥]=
8 Hz,*[=2 Hz, H); 7.95 (t, ] =8 Hz, H*); 7.32 (td, ] =7 Hz, ] =2 Hz, H?) 6.59 (ddd, 3Jru =
13 Hz, 3Jru=9 Hz, ] =3 Hz, H); 5.88 (dd, *Jr# =9 Hz, | = 3 Hz, 3Ju-rt = 76 Hz, H’); 3.04 (s,
6H, 3]t = 14 Hz, CHs).

3C{*H} NMR (CDCls, 100.6 MHz, 293 K, 8): 162.9 (s, C'?); 162.8 (dd, 'Jcr = 255 Hz, 3Jcr =
12 Hz, C°); 159.2 (dd, Jcr = 260 Hz, 3Jcr = 12, C8); 151.0 (s, C?); 149.1 (d ,’Jcr = 6 Hz, C1);
140.0 (s, C*); 129.4 (t, ?Jcr =4 Hz, C'); 123.0 (s, C3); 122.9 (d, 2C, Jer =21 Hz , C%); 118.6
(dd,?Jcr =19 Hz,*Jcr = 3 Hz, ?Jc-re = 110 Hz, C°); 102 (t, ?Jcr = 27 Hz, C7), 45.3 (s, 2C, ?Jc-pt =
38 Hz, CHs).

YF{'H} NMR (CDsCOCD:s, 376.5 MHz, 293 K, 8): -106.3 (m, *Jr-r: = 60 Hz, F?); -109.3 (m,
Jr-pe = 45 Hz, F°); -116.9 (m, Jpr-or =463, 2 Hz , 0-F); -158.2 (m, 1p-F); -160.8 (m, 2m-F).
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Preparation of [Pt(ppy)(CsFs)(dpbH)] (2a).

To a solution of 4-(diphenylphosphino) 3

47 \2
benzoic acid (0.19 g 0.6 mmol) in || a=—b 0
5 ” and \ ’4

anhydrous dichloromethane (20 mL) was 127 """a,,,. ““‘\““\\\@—" OH
1 Pt

added [Pt(ppy)(CsF5)(DMSO)] (1a) (0.3 g |6~ N / F

I

l
0.5 mmol). The resulting yellow solution N Z sl;

was stirred for 2 h, concentrated to a small
volume (5 mL) and then treated with diethyl ether (10 mL) to afford 2a as a pale yellow
solid (0.3 g, 75%).

Elemental analysis (%): Anal. Calcd for CssHzsFsNO2PPt: C, 52.56, H, 2.82, N 1,70. Found:
C, 52.30, H, 2.88, N, 2.0%.

MALDI-TOF (+): m/z (%) 822 [M]* (100).

IR (cm™): v(OH) 3060-2600, v(C-H) 2911, v(C=0) 1696, v(C-O) 1293, v(C-F, Ce¢Fs) 1063
(m); 955 (m); 752 (m); v(CsF5)x-sens 804 (m).

H NMR (CDsCOCD:s, 400.1 MHz, 293 K, 9): 11.55 (s, OH); 8.11 (d, /=8 Hz, H°); 8.06 (d,
J=6Hz, H?); 8.01-7.99 (m, 3H, H* PhCO); 7.83-7.78 (m, 5H, H¢, Ph); 7.66 (m, 2H, PhCO);
7.61 - 7.5 (m, 2H, Ph); 7.52 - 7.42 (m, 4H, Ph); 7.13 (td, J=7 Hz, ] =1 Hz, H?); 7.03 (tt, *Jr-n
=7 Hz, 4Jun = 5[p-n= 2 Hz, H®); 6.84 (ddd, J]=7 Hz, =6 Hz, ] =1 Hz, H%); 6.75 (td, ¥Jun=
4r-n=6 Hz, | =1 Hz,3Jr-u = 54 Hz, H).

BC{tH} NMR (CDsCOCD:s, 100.6 MHz, 293 K, d): 168.9 (s, C'?); 168.8 (s, CO); 161.6 (d, ?Jc-
r =110 Hz, C'); 153.0 (d, 3Jcr =7 Hz, C?); 147.7 (s, C); 140.5 (s, C*); 138.2 (s, C); 137.0 (s,
?Je-re =96 Hz, C°); 135.7 (d, 4C, Jer = 13 Hz, Ph); 134.8 (d, 2C, ?Jcr = 13 Hz, C%);133.3 (s, C);
132.0 (d, 2C, Jer=2 Hz, Ph); 131.2 (d, 2C, Jc-r =52 Hz, Cipso Ph); 131.09 (s, C?); 129.9 (d, 2C,
3Jcr =10 Hz, CP); 129.6 (d, 4C, Jcr =11 Hz, Ph); 125.7 (s, C7); 124.9 (d, Jcr =5 Hz, C°);
123.96 (s, C?); 120.5 (s, C).

BE{'H} NMR (CDsCOCDs3, 376.5 MHz, 293 K, 0): -117.2 (m, 3/pt-or= 504.6 Hz, 20-F); -166.4
(m, 2m-F); -166.9 (m, 1p-F).

3IP{TH} NMR (CDsCOCD:3, 162.11 MHz, 293 K, d): 28.22 (s, Jr-r= 1908 Hz)
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Preparation of [Pt(dfppy)(CsFs)(dpbH)] (2b).

This compound was obtained as a yellow solid

4
(0.11 g, 55%) following a similar procedure to é

Q> - Ny, \\\“\\\ \ x o
that described for 2a, using |, 12 i, — OH
\6'11\\1 0 / F,

[Pt(dfppy)(CsFs)(DMSO)] (1b) (0.15 g 0.24

mmol) and 4-(diphenylphosphino) benzoic

acid (0.07 g, 0.24 mmol) as starting precursors.

Elemental analysis (%): Anal. Calcd for CssH21F7NO:2PPt: C, 50.36, H, 2.96, N, 0.97.
Found: C, 49.09, H, 2.96, N, 0.97.

ESI (+): m/z (%) 858 [M+H]* (100).

IR (ecm): v(COOH); v(OH) 3130 -2830, v(C-H) 2660, 2554, v(C=0) 1702, v(C-O) 1100,
V(C-F, CéF5) 1061 (m); 950 (m); v(CsFs)x-sens 803 (m).

'H NMR (CDsCOCDs, 400.1 MHz, 293 K, d): 6 11.72 (s, OH); 8.27 (dd, J=8 Hz, J=2 Hz,
H?); 8.16 (d, ] = 6 Hz, H?); 8.05 (t, J= 8 Hz, H*); 8.03 — 8.00 (m, 2H, HP); 7.82 -7.78 (m, 4H,
Ph); 7.68 (dd, 2H, *Jur =10 Hz, | = 8 Hz, H*); 7.59 - 7.55 (m, 2H, Ph); 7.51 - 7.47 (m, 4H,
Ph); 6.89 (td, J=7, ] =2, H%); 6.77 (ddd, *Jur=13 Hz, *Jn-r=9 Hz, 4Ju-n=2 Hz, H’); 6.34 (ddd,
3Jnr=9 Hz, 4Ju-r =7 Hz, *Jn-n = 2 Hz, 3[ur = 65 Hz, H°).

BC{H} NMR (CDsCOCD:3, 100.6 MHz, 293 K, 8): 166.9 (s, CO) 164.9 (m, ?Jcr: = 67 Hz,

C1112); 164.5 (d, Jer = 255 Hz, C8), 161.9 (d, Jcr = 254 Hz, C°), 153.5 (d, ?Jcr = 6 Hz, C?),
141.1 (s, C*), 137.3 (d, 'Jer = 46 Hz, Cipso?), 135.7 (d, 4C, Jcr = 13 Hz, Ph), 134.9 (d, 2C, Jcr
=12 Hz, C?),133.6 (d, 4Jcr =2 Hz, Cipso?), 132.3 (d, 2C, Jer =2 Hz, Ph), 130.8 (s, C'/12), 130.7
(d, 2C, YJe-r = 47 Hz, Cipso Ph) 130.0 (d, 2C, Jer =10 Hz, C?), 129.7 (d, 4C, Jcr =11 Hz, Ph),
124.3 (s, C3), 123.9 (d, Jcr =22 Hz, C°), 118.7 (dd, ?Jcr = 18 Hz,*Jcr =3 Hz, ?Jcr: = 100 Hz,
), 101.5 (t, 2Jcr =27 Hz, C7).

F NMR (CDsCOCDs3, 376.5 MHz, 293 K, d): -108.9 (m, *Jr-rt = 53 Hz, F®), -110.3 (m, *Jr-p:
=51 Hz, F°), -117.6 (m, Jreor =479 Hz, 20-F), -165.7 (m, 3-F).
3IP{H} NMR (CDsCOCD:s, 162.11 MHz, 293 K, d): 27.2 (t, °Jpr=9, 'Jr-+ = 2028 Hz).
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Preparation of [Pt(ppy)(CsFs)(dpbGlyOMe)] (3a).

A yellow solution of 3
4% \2
[Pt(ppy)(CsFs)(dpbH)] (2a) (0.1 g, 0.12 || I Q\ a—b o
5\\ /N,, \p-ulld N \d"%
mmol) in anhydrous dichloromethane 127 M, - N’)—OMe
’11 '“Pt““ H
(5 mL) was treated with EDC.HCI ?l \\1?/ F 0
F F
(003 g 015 mmol) and N- 7\849 N

hydroxysuccinimide (0.017 g, 0.16

mmol) and the mixture stirred for 5 h. Then, glycine methyl ester chlorhydrate (0.02 g,
0.17 mmol) and triethylamine (0.15 mL, 1 mmol) were added and the mixture was stirred
for 24 h. The resulting solution was diluted with 80 mL of ethyl acetate and washed with
a solution of HCI (1IN, 2 x 20 mL), water (40 mL), and with saturated NaHCOs (2 x 20
mL) and NaCl (2 x 20 mL) solutions. The organic phase was dried with anhydrous
Naz2SOs and evaporated to dryness. Treatment of the residue with CH2Clz2 (1 mL) and

hexane yielded 3a as a yellow solid (77.1 mg, 71%).

Elemental analysis (%): Anal. Calcd for CsoHasFsN20sPPt: C, 52.41, F, 10.63, H, 3.16, N,
3.13, P, 3.47. Found: C, 52.96, F, 10.63, H, 3.32, N, 2.48, P, 3.47.
MALDI-TOF (+): m/z (%) 893 [M]* (69).
IR (cm™): v(N-H) 3360, v(C-H) 3055, 2941, v(C=0) 1745,1667, v(C-O-C) 1200, v(C-F, CéFs)
1059 (m); 955 (s); V(CéFs)x-sens 804 (m).
H NMR (CDsCOCD:s, 400.1 MHz, 293 K, 9): 8.22 (t, ]= 6 Hz, NH); 8.10 (d, /=8 Hz, H>);
8.07 (d, ] = 6 Hz, H?); 8.00-7.94 (m, 3H, H*, PhCO); 7.84-7.79 (m, 5H, H¢, Ph); 7.72 - 7.68
(m, 2H, PhCO); 7.54 - 7.50 (m 2H, Ph); 7.46 - 7.42 (m, 4H, Ph); 7.13 (t, ]= 8 Hz, H’); 7.03
(tt, 3wz =7 Hz, 4Jun = °Jp-n=2 Hz, H®); 6.84 (ddd, J=7 Hz, J=6 Hz, ] =1 Hz, H?); 6.75 (t,
Jun = 4p-n= 6 Hz , 3Jren = 54 Hz, H°); 4.14 (d, 2H, =6 Hz, CH2); 3.69 (s, 3H, OMe).
BC{tH} NMR (CDsCOCD:3, 100.6 MHz, 293 K, 98): 170.77 (s, COO); 168.72 (s, CONH);
168.7 (d, 3Jcr = 6 Hz, C'2); 166.64 (s, CONH); 161.6 (d, *Jcr =111 Hz, C¥); 152.9 (d, *Jcr=7
Hz, C?); 147.5(s, C7); 140.3(s, C*);137 (d, Jcr = 2 Hz, Cipso?); 136.8(s, *Jcr: = 101 Hz, C%);
135.8 (d, Jer = 36 Hz, Cipso?); 135.4(d, 4C, Jcr =13 Hz, Ph); 135.2 (d, 2C, Jcr = 13 Hz, C?);
131,7 (d, 2C, Jer =2 Hz, Ph); 131.1 (d, 2C, Jer = 38 Hz, CipoPh); 131.0 (s, C?) 129.4 (d, 4C,
Jer =11 Hz, Ph); 127.8 (d, 2C, Jcr =10 Hz, C?); 125.5 (s, C7); 124.8 (d, Jcr =5 Hz, C°); 123.85
(s, C?); 120.4 (s, C5); 52.1 (s, OMe); 41.9 (s, CHo).
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WE{H} NMR (CDsCOCDs3, 376.5 MHz, 293 K, d): -117.2 (m, 3Jrior= 503 Hz, 20-F); -166.4
(m, 2m-F); -166.7 (m, 1p-F).
P{1H} NMR (CDsCOCDs3, 162.11 MHz, 293 K, d): 27.9 (s, Jr-» = 1915 Hz).

288



Preparation of [Pt(dfppy)(CsFs)(dpbGlyOMe)] (3b).

This complex was prepared as a yellow

solid (0.10 g, 63%) in a similar way to 3a
( & ) Y F 1?/ /'/""'.., ““““‘\\\ Xx_S§ NW'OMe

starting from [Pt(dfppy)(CeFs)(dpbH)] (2b) | Nty —PE(L § H 4

|
(0.15 g, 0.18 mmol) and glycine methyl NG

ester chlorhydrate (0.03 g, 1 mmol). |

Elemental analysis (%): Anal. Calcd for CsoHzeF7N2OsPPt: C, 50.39, H, 2.82, N, 3.01.
Found: C, 50.74, H, 3.10, N, 2.53.

ESI (+): m/z (%) 929 [M+H]* (55).

IR (ecm): v(N-H) 3355, v(C-H) 3070, 2951, v(C=0) 1747, 1666, v(C-O-C) 1210, v(C-F, CsFs)
1059.

'H NMR (CDsCOCDs, 400.1 MHz, 293 K, 8): 8.28 (dd, /=8,/=2 Hz, H°); 8.24 (t, ] =6 Hz,
NH); 8.17 (d, ?Jr+n = 6 Hz, H?); 8.06 (td, J=8, Hz [=1 Hz, H*); 7.97 (dd, 2H, ] = 8 Hz, *Jr-n
=20 Hz, H®); 7.82 (dd, 2H, 3Ju-r =10 Hz, | = 8 Hz, H?); 7.72 -7.68 (m, 4H, Ph); 7.54 (m, 2H,
Ph); 7.48 - 7.44 (m, 4H, Ph); 6.90 (td, J]=7 Hz, | =2 Hz, H%); 6.77 (ddd, *Jur=13 Hz, *]ur=9
Hz, =2, Hz H’); 6.33 (ddd, *Ju-r = 4Jur =8 Hz, [=2 Hz, 3Ju-r: = 65 Hz, H°); 4.14 (d, 2H, | =
6 Hz, CHz); 3.69 (s, 3H, OMe).

BC{H} NMR (CDsCOCD:s, 100.6 MHz, 293 K, 6): 171.0 (s, COO); 166.8 (s, CONH); 165.1
(m, ?Jere = 67 Hz, C'2); 164.6 (d, 'Jcr = 256 Hz, C8); 161.9 (d, Jcr = 259 Hz, C°); 153.6 (d, ?Jc-
r=6,C2);141.2 (s, C*); 137.5 (d, YJcr =2 Hz, Cipso?); 135.6 (d, 2C, Jer =12, C?); 135.5 (d, 4C,
Jer =13 Hz, Ph);135.2 (s, Cipso?'); 132.2 (d, 2C, Jer =2, Ph); 131.14 (d, 2C, 'Jcr = 46 Hz, Cipso
Ph); 131.0 (s, C"); 129.7 (d, 4C, Jcr = 11 Hz, Ph); 128.2 (d, 2C, Jer =10 Hz, C%); 124.3 (s,
C3); 124.0 (d, Jer = 22 Hz, C5); 118.9 (dd, ¥Jcr =18 Hz, 4Jcr =3, ?Jcrt = 98 Hz, C°); 101.6 (t,
ek =27, C7); 52.3 (s, OMe); 42.2 (s, CHo).

YF{'H} NMR (CDsCOCD:s, 376.5 MHz, 293 K, 8): -109.0 (m, *Jr-r: = 53 Hz, F?); -110.3 (m,
rpe = 33 Hz, F°); -117.7 (m, Jpi-or = 486 Hz, 20-F); -165.7 (m, 3F).

3IP{*H} NMR (CDsCOCD:s, 162.11 MHz, 293 K, d): 26.9 (t, °Jr-r = 10 Hz, !Jp-r: = 2028 Hz).
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Preparation of [Pt(ppy)(CeFs)(TPPTS)s] (4a).

[Pt(ppy)(CeF5)(DMSO)] (1a) (0.24 g, 0.40 mmol) R 0,Na*

22\ -
was treated with triphenylphosphine-3,3',3"- T/ IT Q\ O, Na
trisulfonic acid trisodium salt P(CsHiSOsNa)s \IZ/N"""':.,, “‘\\“\\\‘P '

11 '.,Pt““ ) .
(TPPTS, 0.2 g 0.35 mmol) in a mixture of TI’ \\10/ F O;'Na

F F
acetone/H20 (10/5 mL) and the mixture stirred 7\8//9') FONE

for 72 h. The resulting yellow solution was

evaporated to dryness, treated with H20O (15 mL) and filtered through Celite to eliminate
the excess of 1a. The aqueous filtrate was evaporated again and residue treated with
acetone (10 mL) to yield a yellow solid identified as 4a.nH20 which was filtered and

washed with acetone (0.3 g).

ESI (+): m/z (%) 1106.9 [M+Na]* (100).

IR (ecm™): v(OH, H20) 3460,1640, v(S=O) 3060, 1603, 1176, v(C-F, CéFs) 1035 (m); 955 (m);
753 (m); v (CoF5)x-sens 787 (m).

'H NMR (D20, 400.1 MHz, 293 K, d): 8.14 (d, /=8, H%); 8.09 (d, 3H, 3/r-u = 11, H?); 8.00
(d, J=6 Hz, H?); 7.92 (d, 3H, |=8 Hz, HY); 7.86 (m, H°and 3HP); 7.79 (m, H*); 7.61 (td, 3H,
3Ju-u=8Hz, 3Ju-r=2Hz H°); 7.28 (td, =7, ] =2 Hz, H"); 7.13 (t, *Jn-u=7 Hz, H?); 6.82 (m,
2H, 3Jrn = 54 Hz, H3°).

YF{H} NMR (D20, 376.5 MHz, 293 K, d): -118.4 (dm, 3/pi-or=495.4 Hz, 20-F); -162.7 (t, 1p-
F); -163.5 (m, 4Jptor= 105 Hz, 2m-F).

SIP{H} NMR (D20, 162.11 MHz, 293 K, d): 29.22 (s, 'Jr-r= 1936 Hz).
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Preparation of [Pt(dfppy)(CsFs)(TPPTS)s] (4b).

Starting from [Pt(dfppy)(CeFs)(DMSO)] (0.22 g, 0.35 N
mmol) and 0.17 g (0.30 mmol) of TPPTS and é :‘)\

127 “m, o
. . . . F 1 "t.Pt““‘
following a similar procedure to 4a, a yellow solid \6,11\\10 / @_ 0, Na*

identified as 4b.nH20 was obtained (0.36 g). y\ /Sl, F F
8~ FoF
I

ESI (+): m/z (%) 11429 [M+Na]* (100), 1121.9 F

[M+2H]* (25).

IR (cm™): v(OH, H20) 3455, 1644, v(S=0) 2970, 1593, 1193, v(C-F, CeFs) 1034 (m), 955 (m),
V(CsFs)xsens 784 (m),

1H NMR (D:0, 400.1 MHz, 293 K, d): & 8.31 (d, = 8 Hz, H); 8.10 (m, 4H, Jr- 1= 11 Hz,
H2and 3Hq); 7.96 (t, [= 8 Hz, H*); 7.93 (d, 3H, ] = 8 Hz, H¢); 7.86 (t, 3H, J= 8 Hz, Hv); 7.62
(td, 3Ju-n=8, 3u_r = 2 Hz, 3H, Hv); 6.82 (m, 2H, H*"); 6.37 (ddd, *Jir=9 Hz, 4Jur =7 Hz,
41 = 2 Hz, 3ir = 65 Hz, HY).

E{1H} NMR (D:0, 376.5 MHz, 293 K, d): -107.6 (m, Jr-r- 52 Hz, F%); -108.3 (dm, *Jr-p:- 51
Hz, Ff); -118.9 (m, Jreor= 476 Hz, 20-F); -162.0 (m, 1 p-F); -162.04 (m, 2m-F).

'P{tH} NMR (D:0, 162.11 MHz, 293 K, d): & 28.4 (t, 5Jo-+ = 8 Hz, !Jr-rt = 2026 Hz).
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Synthesis of [Ir(CHOdfppy)2(u-CD]2 (5¢).

IrCl3-3H20 (455 mg, 1.27 mmol) was refluxed overnight at
110°C with 2-fluoro-3-(2-pyridinyl) benzaldehyde (699
mg, 3.18 mmol) in 2- ethoxyethanol and distilled water
(3:1). Once the reaction was over, it was cooled to room
temperature. A yellow solid precipitated by addition of

30 mL of distilled water, which was filtered and further

washed with ethanol and hexane. Yield: 433 mg (54%).

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CasH24Cl2FsIr2N4Os: C, 43.41, H, 1.82, N 4.22. Best
analyses found: C, 41.78, H, 2.34, N, 3.72, (Elemental analyses fit well for 1b-3H:O.
CasH30ClFsIraN4Or: C, 41.71, H, 2.19, N, 4.05).

ESI (+): m/z 665.02 [1/2 M+H]* (100%).

IR (KBr, cm™): (C-H) 3268 (m); 3057 (m); 2956 (m); 2876 (m); (C=0) 1689 (s); (C-H ring)
1590 (s); 1536 (s); 1426 (m); (C-F) 1294 (m).

'H NMR (CDCls, 400 MHz, 293 K, d): 10.16 (s, 2H, CHO); 9.09 (d, J#-n= 5.6 Hz, 2H,
Hdfppy); 8.46 (d, Ju-u=8.6 Hz, 2H, H>dfppy); 8.00 (t, J=-n = 7.8 Hz, 2H, H3dfppy); 6.98 (t,
Ju-n = 8.0 Hz, 2H, H*dfppy); 5.39 (d, *Jru=10.6 Hz, 2H, H°dfppy).

YF{'H} NMR (CDCls,376.5 MHz, 293 K, 8): -113.03 (d, Jrr = 7.5 Hz, 2F, F¢); -116.52 (d, Jr-r
=7.5 Hz, 2F, F¥).
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Synthesis of [Ir(COOHdfppy):(u-CD)]2 (5d).

IrCl5.3H20 (250 mg, 0.699 mmol) was refluxed for 24
hours at 110°C with 2-fluoro-3-(2-pyridinyl) benzoic
acid (333 mg, 1.398 mmol) in a mixture of 2-
ethoxyethanol and distilled water (3:1). After the
reaction was completed, the mixture was cooled to

room temperature and the solvent evaporated under

reduced pressure to obtain a dark oil. 1¢ was obtained
as a yellow colored precipitate by addition of an aqueous solution of HCl (0,1 M). The
solid was filtered and washed with distilled water and diethyl ether. Yield: 320 mg
(65%).

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CssH2sCLFslr2N4QOs: C, 41.42, H, 1.74, N, 4.02. Best
analyses found: C, 41.07, H, 2.33, N, 3.65. (1c-Hz20. CasH26Cl2FsIr2N4Oo: C, 40.89, H, 1.86,
N, 3.97).

ESI (+): m/z (%) 702 [1/2M-Cl+Na+H20]* (100%); m/z 661 [1/2M-Cl1]* (38%)).

ESI (-): m/z (%) 1391 [M-1] (6%),). MALDI (-): m/z 1391 [M-1]- (4%), m/z 731 [1/2M+Cl]-
(100%).

IR (KBr, cm™): (N-H) 3385 (m), 2987 (m), 2779 (m), (C=0) 1690 (s), (C-H ring) 1593 (vs),
1539 (s), 1422 (m), (C-F) 1294 (m).

H NMR (D:0 + KOH, 400 MHz, 293 K, &:) 8.75 (d, Ju-u= 5.6 Hz, 2H, H2dfppy); 8.30 (d,
Ju-u= 8.7 Hz, 2H, H°dfppy); 7.96 (t, Jn-u = 7.8 Hz, 2H, H3dfppy); 7.45 (t, J=n =7.1 Hz, 2H,
H*dfppy); 5.64 (d, *Jr-u= 9.4 Hz, 2H, H’dfppy).

BE{'H} NMR (D20 + KOH, 376 MHz, 293 K, 0:) -113.66 (d, Jr-r=8.3 Hz, 2F); -115.83 (d, J=
rF=9.2 Hz, 2F).
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Synthesis of [Ir(dfppy)2(dbbpy)ICl (6b-Cl).

250 mg (0.21 mmol) of F g5
[Ir(dfppy)2(u-Cl)]2 and 180 mg (0.49 I
mmol) of dbbpy were refluxed
under N: atmosphere in a mixture
of methanol and CH:Cl> (1:2 v/v)

for 12 hours. After cooling, the

solution was concentrated to 2 ml with a rotary evaporator. Then the addition of diethyl

ether yields 6b-Cl as a yellow solid (270 mg, 70%).

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for C2HssClFdrNeOz2: C, 52.41, H, 3.98, N, 8.76. Best
analyses found: C, 50.73, H, 4.29, N, 8.82 (Elemental analyses fit well for 6b-Cl-0.5CH:Cl..
Ca25Hs9CLF4lrNeOz: C, 50.80, H, 3.91, N, 8.36).

ESI (+): m/z (%) 927 [M]* (100%).

IR (KBr, cm™): (N-H) 3427 (m), (C-H) 3297 (m), 3240 (m), 3060 (m), 2956 (m), 2920 (m),
2863 (m), (C=0) 1660 (s), (C-H ring) 1603 (vs), 1570 (s), 1553 (s), 1473 (s), 1426 (m), 1403
(s), (C-F) 1286 (m).

H NMR (CDCls, 400.1 MHz, 293 K d): 10.66 (s, 2H, H*dbbpy); 9.63 (s br, 2H, NH); 8.35
(d, Ja-n= 8.5 Hz, 2H, H2dfppy); 8.18 (d, Juu = 5.7 Hz, 2H, H°dbbpy or H>*dbbpy); 8.00 (d,
Jun= 5.7 Hz, 2H, H¢dbbpy or H*dbbpy); 7.85 (t, Juu= 8.1 Hz, 2H, H3dfppy); 7.40 (d, Jan=
5.9 Hz, 2H, Hdfppy); 7.03 (t, Juu= 6.8 Hz, 2H, H*dfppy); 6.60 (pst, 3Jr-u= 10.7 Hz, 2H,
H7dfppy); 5.69 (dd, *Jru= 8.2 Hz, Juu= 2.3 Hz, 2H, H’dfppy); 3.56 (c, Juu = 7.0 Hz, 4H,
NHCH-2); 1.77 (q, Juu =7.5 Hz, 4H, NHCH2CH>); 1.43 (sx, Ju-u="7.5 Hz, 4H, CH2CHs); 0.94
(t, JH-H=7.3 Hz, 6H, CHs).

BC{'H} NMR (CDCls, 100.6 MHz, 293 K, 9): 164.6 (s, C?dfppy); 161.8 (s, CO); 161.6 (dd,
Jrc=232 Hz, 3Jr-c= 13 Hz, Cedfppy or Cidfppy); 156.4 (s, C*dbbpy or C2dbbpy); 153.2 (m,
Cldfppy or Cl'dfppy); 150.4 (s, Cedbbpy or C’bdbbpy); 148.3 (s, C5dfppy); 145.2 (s,
Ctdbbpy or C2dbbpy); 139.0 (s, C3dfppy); 128.1 (s, C°dbbpy or C>dbbpy); 127.6 (d, Jec=
280 Hz, Cédfppy or Cidfppy); 127.5 (Cldfppy or Cldfppy); 124.3 (s, C3dfppy or
C3dbbpy); 124.1 (s, C?dfppy or C3dbbpy); 123.7 (s, C*dfppy); 114.2 (d, ?Jrc = 20 Hz,
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Codfppy); 99.8 (pst, Jr.c= 28 Hz, C’dfppy); 40.7 (s, NHCHz); 31.5 (s, NHCH.CHz); 20.5 (s,
CH:CHz); 14.0 (s, CH).

WE{H} NMR (CDCls, 376.5 MHz, 293 K, d): -104.71 (d, Jr-r= 11.5 Hz, 2F, Fé); -107.86 (d, Jr-
¢=11.5 Hz, 2F, F9).
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Synthesis of [Ir(CHOdfppy):(dbbpy)ICl (6¢-Cl).

This compound was obtained as an
orange solid (160 mg, 88%) following
a similar procedure to that described
for 6b. By using dbbpy (80 mg, 0.22
mmol) and [Ir(CHOdfppy)2(u-Cl)]2

(110 mg, 0.09 mmol) as precursors.

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CuHssClFarNeOus: C, 51.89, H, 3.76, N, 8.25. Best
analyses found: C, 49.97, H, 4.01, N, 7.82). (Elemental analyses fit well for 6c-
C1-0.5CH:Cl2. Ca5H39CLFaIrNeOa: C, 50.37, H, 3.71, N, 7.92).

ESI (+): m/z (%) 983 [M]* (100%).

IR (KBr, cm?): (N-H) 3437 (m), (C-H) 3300 (m), 3216 (m), 3060 (m), 2956 (m), 2935 (m),
2867 (m), (C=0) 1690 (s), (C-H ring) 1632 (vs), 1594 (s), 1530 (s), 1471 (s), 1423 (m), 1354
(s), (C-F) 1231 (m).

H NMR (CDCl5400 MHz, 293 K, d): 10.56 (s, br, 2H, H*dbbpy); 10.30 (s, 2H, CHO); 9.53
(s br, 2H,NH); 8.48 (d, Ju-u= 8.5 Hz, 2H, H2dfppy); 8.22 (d, Ju-u= 5.5 Hz, 2H, H°dbbpy);
7.98 (m, 4H, H°dbbpy and H3dfppy); 7.47 (d, Juu= 5.5 Hz, 2H,H>dfppy); 7.19 (t, Jn-u= 6.3
Hz, 2H, H*dfppy); 5.84 (d, 3Jru= 9.5 Hz, 2H,H°dfppy); 3.54 (m, 4H, NHCH>); 1.74 (q, Jun
= 7.5 Hz, 4H, NHCH:CHb2); 1.43 (sx, Junu= 7.5 Hz, 4H, CH2CHs); 0.96 (t, Ju-n= 7.3 Hz, 6H,
CHs).

BC{'H} NMR (CDCl5100.6 MHz, 293 K, 0): 183.9 (t, Jr-c=5 Hz, CHO); 165 — 159 (m, 4C,
Cedfppy, Cidfppy, C2dfppy and Cldfppy); 161.60 (s, CO); 156.1 (s, C*dbbpy or
C2dbbpy); 150.3 (s, C>dbbpy); 148.7 (s, C>dfppy); 146.1 (s, C*dbbpy or C2dbbpy); 140.5 (s,
C3dfppy); 128.5 (s, Cédbbpy); 128.4 (s, C1°dfppy); 125.2 (s, C3*dbbpy); 125.0 (s, C2dfppy);
124.5 (s, C*dfppy); 115.3 (d, Jec= 18 Hz, C°dfppy); 110.7 (t, Jr-c=11 Hz C’dfppy); 40.7 (s,
NHCH?2); 31.4 (s, NHCH2CH); 20.5 (s, CH2CHs); 13.9 (s, CHs).

YF{'H} NMR (CDCls376.5 MHz, 293 K, d): -110.47 (d, Jrr= 7.9 Hz, 2F, F°); -114.57 (d, Je-¢
=7.6 Hz, 2F, F¥).
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Synthesis of [Ir(CHOdfppy):(dbbpy)IPFs (6¢c-PFe).

This compound was synthesized |0 F o o573 o —|
i it 65, 13 2 5 )I\ e

as an orange solid by the addition 77 \\11|\ NP 6PN N NN

of 2 equiv. (100 mg, 0.28 mmol.) of |__8 10,

TIPFs to a solution of (5c¢)

Ir(CHOdfppy)2(u-Cl)]2 (177 mg,

0.14 mmol.) in 10 ml of anhydrous

acetonitrile. The suspension was refluxed 2 hours and then was filtered through celite.
The resulting solution was evaporated to dryness to give [Ir(CHOdfppy)2(NCMe):]PFs
as a yellow solid. The solid was redissolved in 10 ml of anhydrous CH2Clz and the yellow
solution treated with a solution of dbbpy (100 mg, 0.28 mmol) in 20 ml of distilled
methanol (20 ml) was refluxed for 48 hours and finally evaporated to dryness to give 6c¢-

PFs as an orange solid which was filtered and washed with diethylether.

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CaHssF1lrNeOsP: C, 46.85, H, 3.40, N, 7.45. Best
analyses found: C, 44.98, H, 3.12, N, 6.51. (Elemental analyses fit well for 6¢-PFs-CH:Cl..
CasHaoClLF10IrNeOsP: C, 44.56, H, 3.32, N, 6.93).
ESI (+): m/z (%) 983 [M]* (100%).
IR (KBr, cm™): (N-H) 3285 (m), (C-H) 2932 (m), 2866 (m), (C=0) 1700 (s), (C-H ring) 1600
(vs), 1545 (s), 1528 (s), 1473 (s), (C-F) 1235 (m), v(P-F) 838 (m).
H NMR (CDs)2CO, 400.1 MHz, 293 K, d): 10.44 (s, br, 2H, H3dbbpy); 10.30 (s, 2H, CHO);
9.36 (s br, 2H, NH); 8.47 (d, Juu = 8.6 Hz, 2H, H2dfppy); 8.21 (d, Juu= 5.6 Hz, 2H,
Hédbbpy); 7.99 (t, Juu= 7.5 Hz, 2H, H3dfppy); 7.98 (d, Juu=5.7Hz, 2H, H°dbbpy); 7.47 (d,
Juu=5.6 Hz, 2H, H>dfppy); 7.19 (t, Ju-u= 6.6 Hz, 2H, H*dfppy); 5.83 (d, *Jru=9.8 Hz, 2H,
H°dfppy); 3.56 (m, 4H, NHCH-); 1.76 (q, Juu= 7.5 Hz, 4H, NHCH:CH>); 1.42 (m, 4H,
CH:CHs); 0.95 (t, Ju-u=7.4 Hz, 6H, CHs).
BC{'H} NMR (CD5):CO, 100.6 MHz, 293 K, d): 184.0 (t, Jr-c= 6 Hz, CHO); 165 — 159 (m,
4C, Cedfppy, Cédfppy, Cdfppy and C''dfppy); 162.11 (s, CO); 156.1 (s, C*dbbpy or
C2dbbpy); 150.4 (s, C>dbbpy or Cidfppy); 148.8 (s, C°dfppy); 146.3 (s, C*dbbpy or
C2dbbpy); 140.5 (s, C>dbbpy or C3dfppy); 128.6 (s, C°dbbpy); 128.4 (s, C'°dfppy); 125.1 (s,
Ctdbbpy); 125.0 (s, C2dfppy); 124.3 (s, C3dbbpy); 115.2 (d, Je-c=16 Hz, C°dfppy); 110.7 (m,
C’dfppy); 40.8 (s, NHCH-); 31.4 (s, NHCH2CH?); 20.5 (s, CH2CHs); 13.9 (s, CHs).
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F{IH} NMR (CD3):CO, 376.5 MHz, 293 K ): -71.25 (d, Jo-r= 715 Hz, PFs); -110.49 (d, Jr-r
= 7.8 Hz, 2F, F5); -114.59 (d, Jr+= 7.6 Hz, 2F, F5).
P{1H} NMR (CD5)2C0O,162.1 MHz, 293 K, d): -144.3 (sp, Jr+=708.0 Hz, PFs).
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Synthesis of [Ir(COOHdfppy):(dbbpy)ICl (6d-Cl).

This compound was obtained o F 57 X3 o _|

' ) Lo P ¢l
as an orange solid (80 mg, 54%) |yo T|/ \\11|12\N42 ?45\('1 H/\/\
following a procedure similar . /8\9/,1 0 | ““‘““\\\\N X, _3
to that described for 6d-Cl, F |\N Vi
using dbbpy (56 mg, 0.158 |HO N | A | H\/\/
mmol) and o F X (o]

Ir(COOHdfppy)2(u-Cl)]2 (100 g, 0.08 mmol) as starting precursors. These precursors
were refluxed for 6 hours in a mixture of methanol and CH:Cl: (1:2 v/v), under nitrogen
conditions. The solution was cooled, concentrated, and finally precipitated with diethyl

ether.

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for Ca4HssCIF4lrNeOe: C, 50.31, H, 3.65, N, 8.00 Best
analyses found: C, 48.61, H, 4.15, N, 8.02). (Elemental analyses fit well for 6d-
C1-0.5CH2Cl2. Cas5H39CLFsIlrNeOe: C, 48.90, H, 3.60, N, 8.78).
ESI (+): m/z (%) 1015.21 [M]* (100%).
IR (KBr, cm™): (N-H) 3302 (m), (C-H) 3054 (m), 2956 (m), 2867 (m), (C=0) 1600 (s), (C-F)
1293 (m).
'H NMR (MeOD, 400.1 MHz, 293K 9): 9.21 (s, 2H, H3dbbpy); 8.37 (d, Juu= 8.5 Hz, 2H,
H2dfppy); 8.17 (d, Juu= 5.6 Hz, 2H, H°dbbpy); 7.98 (d, Juu= 5.6 Hz, 2H, H>dbbpy); 7.96
(t, Juu= 8.5 Hz, 2H, H3dfppy); 7.70 (d, Ja-u= 5.7 Hz, 2H, H>dfppy); 7.14 (t, Ja-u= 6.5 Hz,
2H, H*dfppy); 5.66 (d, *Jr-u= 8.5 Hz, 2H, H’dfppy); 3.44 (t, Ju-n=7.2 Hz, 4H, NHCH-); 1.64
(q, Jun=7.4 Hz, 4H, NHCH2CH2); 1.42 (m, Ju-u= 7.6 Hz, 4H, CH2CHs); 0.97 (t, Jun="7.2
Hz, 6H, CHs).
BC{'H} NMR (MeOD, 100.6 MHz, 293, d): 168.92 (s, COOH); 165.53 (s, CONH); 165.42
(s, C12); 161.13 (dd, Je-c= 258, 3Jrc=10 Hz, Cédfppy or Cédfppy); 159.10 (dd, Je-c= 258, 3Jr-c
=10 Hz, C¢dfppy or Cédfppy); 157.55 (s, C*dbbpy or C?dbbpy); 152.33 (s, Cdbbpy); 150.68
(s, C5dfppy); 147.41 (s, C*dbbpy or C2dbbpy); 140.91 (s, C3dfppy); 128.68 (d, Jr-c= 3.8 Hz
,Clodfppy); 127.82 (s, C>dbbpy); 125.18 (s, C*dfppy); 124.91 (d, Jr-c=19.8 Hz, C''dfppy);)
124.46 (s, C*dfppy); 120.18 (s, C3dbbpy); 116.13 (t, Je-c=27.3 Hz ,C’dfppy); 114.70 (d, Je-c=
19.0 Hz, C°dfppy); 41.9 (s, NHCH-2); 32.64 (s, NHCH2CHz); 21.34 (s, CH2CH:); 14.23 (s,
CHs).

299



YF{'H} NMR (MeOD, 376.5 MHz, 293 K, 0): -114.73 (d, Jrr=10.0 Hz, 2F, F®); -118.7 (d, Jr-
r=10.0 Hz, 2F, F°).
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Synthesis of [Ir(COOHdfppy):(dbbpy)IPFs (6d-PFs).

This compound was
synthesized as an orange solid
following a similiar procedure
to that employed for the
shynthesis of complexe 6d-PFs.
2 equivalents 100 mg, (0.28

mmol.) of TIPFs were added to a solution of (1c) Ir(COOHdFppy)2(u-Cl)]2 (123 mg, 0.14
mmol.) in 10 ml of anhydrous acetonitrile. The suspension was refluxed 2 hours and
lately, when the reaction was completed, the TICl was filtered through -celite.
Evaporation of the solvent gives [Ir(CHOdFppy)(NCMe):]PFs as a yellow solid. The
solid was redissolved in CH2Cl2 (10 ml) and treated with a solution of dbbpy (95 mg, 0.28
mmol) in distilled methanol (20 ml). The mixture was refluxed 48 hours and finally
evaporated to dryness to give 6d-PFs as an orange solid which was filtered and washed

with diethylether.

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CuHssF1lrNeOeP: C, 45.56; H, 3.30; N, 7.25. Best

analyses found: C, 44.57; H, 3.83; N, 6.45. (Elemental analyses fit well for 6d-

PFs-0.5CH:Cl2 -0.5CH2Cl2. Cas5H39ClF10lrNeOsP: C, 44.45; H, 3.27; N, 6.99).

ESI (+): m/z (%) 1015.21 [M]* (100%).

IR (KBr, cm™): (N-H) 3440 (m); (C-H) 3058 (m); 2950 (m), 2866 (m); (C=0) 1700 (s); (C-H

ring) 1605 (vs), 1527 (s), 1411 (s); (C-F) 1235 (m); v(P-F) 819 (vs).

'H NMR ((CDs)CO, 400.1 MHz, 293 K, 8): 9.20 (s, Hbpy); 8.47 (m, H2dfppy and

H>dbbpy or Hedbbpy); 8.34 (t, Ju = 6.5 Hz, NH); 8.12 (t, Ju-u= 8.4 Hz, H*dfppy); 8.10 (d,

Jun = 6.4 Hz H*dbbpy or H°dbbpy); 8.03 (d, Ju-u= 5.8 Hz, H>dfppy); 7.29 (t, Jun= 6.6 Hz,

Htdfppy); 5.90 (d, 3Je-u= 9.4 Hz, H’dfppy); 3.45 (q, Ja-u= 7.4 Hz, 2H, NHCH>); 1.59 (q, Ju-

n="7.5 Hz, 2H, NHCH2CH®>); 1.38 (sx, Ju-u=7.5 Hz, 2H, CH2CH3); 0.92 (t, Ju-u=7.5 Hz, 3H,

CHs).

BC{TH NMR (, (CDs)CO, 100.6 MHz, 293 K, d): 163.54 (s, CONH); 164.13 (s, C®);

162.65(s, COOH); 162.61 (dd, Jr-c= 288, *Jr.c=10 Hz, Cédfppy or Cédfppy); 159.06 (dd, Jr-c

= 237, 3Jec = 8 Hz, Codfppy or Cidfppy); 157.06 (s, C>*dbbpy or C*dbbpy); 153.02(s,

C>dbbpy or Ctbpy); 151.08 (s, C>dfppy); 146.35 (s, C2dbbpy or Cidbbpy); 141.21 (s,
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Cxdfppy); 127.65 (s, C3dbbpy or Csdbbpy); 125.76 (s, C*dfppy); 125.20 (d, Jec = 21,
C2dfppy); 125.20 (d, Jr-c = 21 Hz, C2dfppy); 124.48 (t, Jrc= 15.0 Hz ,C’dfppy); 123.99 (s,
C3dbbpy); 115.30 (t, Jrc = 19.1 Hz ,C°dFppy); 40.60 (s, NHCHz); 32.19 (s, NHCH:CHo);
19.93 (s, CH:CHs); 14.01 (s, CH).

WE{tH} NMR ((CD3)2C0,376.5 MHz, 293 K, 9): -72.6 (d, Jo-+="707.7 Hz, PFe); -108.5 (d, Jr-r
= 7.0 Hz, F%); -116.6(d, Jr-+= 7.0 Hz, F5).

31P{1H} NMR ((CD3):CO, 162.1 MHz, 293 K, ®): -144.3 (sp, Jr= 708.0 Hz, PFs).
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Synthesis of [Ir(dfppy)2(3,3’-H2dcbpy)]PFs (7b-PFe).

A yellow solution of 0.25 g (0.21 mmol) of
[Ir(dFppy)2(u-Cl)J2in CH2Cl2 (20 ml) was treated
with a solution of 100 mg (0.42 mmol) of 2,2’-
bipyridin-3,3’-dicarboxylic acid (3,3"-Hzdcbpy)
in methanol (20 ml) and the mixture was

refluxed for 2 hours. Then, 5 ml of a saturated

solution of NaAcO in MeOH were added and
the mixture was refluxed again for 1 hour. A saturated solution of NH4PFs in methanol
(5 ml) was added to the mixture and stirred for 30 minutes. The resulting solution was
evaporated to dryness and the residue treated with 20 ml of HCI (1M) and stirred for 10
minutes. The yellow solid obtained was filtered, washed with water (2 x 10 ml) and
extracted with methanol. The solution was treated with 5 ml of a saturated solution of
NH4PFs in methanol and the mixture further stirred for 30 min. and solvent evaporation

under reduced pressure gives 7b-PFs as yellow solid (260 mg, 65%).

Elemental analysis (%): Anal. Calc. for CasHz2oF1IrN4OsP: C, 42.46; H, 2.10; N, 5.83. Best
analyses found: C, 42.81; H, 2.57; N, 5.73.
ESI (+): m/z (%) 817 [M]* (100%).
IR (KBr, cm™): (N-H) 3400 (s, broad); (C-H) 3070 (m), (C=0) 1716 (s); (C-Hring) 1602 (vs),
1569 (s), 1542 (s), 1471 (s), 1393 (s); (C-F) 1242 (m).
H NMR ((CDs):CO, 400 MHz, 293 K, 9): 8.54 (d, Jun=7.9 Hz, 2H, H°dcbpy); 8.38 (d, Ju-
u= 8.5 Hz, 2H, H2dfppy); 8.35 (s, br, 2H, H*dcbpy); 8.33 (d, Ju-u= 5.2 Hz, 2H, H>dfppy);
8.08 (t, Jun= 7.9 Hz, 2H, H3dfppy); 7.75 (s, br, 2H, H*dcbpy); 7.31(t, Ju-u= 7.0 Hz, 2H,
Htdfppy); 6.77 (ddd, 3Je-n= 12 Hz, 3Je-n= 12.5 Hz, *Jru= 2.2 Hz, 2H, Hdfppy); 5.76(dd, J&-
u=8.7 Hz, Jun= 2.2 Hz, Hdfppy);
BC{{HINMR ((CD3)2CO, 100.6 MHz, 293 K, d): 164.6 (dd, Jr-c=219, 3Jr.c=12 Hz, C¢dfppy
or Cé¢dfppy); 162.0 (dd, Je-c= 219, 3Jr.c= 12 Hz, Cédfppy or Cidfppy); 157.0 (s, C>dcbpy or
C3dcbpy or COOH); 152.6 (s, C>dfppy); 150.7 (d, Je-c=7 Hz, C'2dfppy) 140.0 (s, C*dfppy);
140.7 (s, Ce¢dcbpy); 128.9 (m, Cdfppy and Cl'dfppy); 128.8 (s, C5cdbpy); 125.1 (s,
Ctdfppy); 124.7 (s, C*dcbpy); 124.5 (s, C2dfppy); 114.8 (d, Jr-c=18 Hz, C°dfppy); 99.9 (t,
Je-c=27 Hz C’dfppy);
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WE{H} NMR ((CD5)2CO, 376.5 MHz, 293 K, d): -72.6 (d, Jo.r= 707.7 Hz, PFs); -107.5 (d, Jr-
r=10.0 Hz, 2F, F6); -109.9 (d, Jr+= 10.0 Hz, 2F, Fs).
31P{1H} NMR ((CD3):CO, 162.1 MHz, 293 K, ®): -144.3 (sp, Jr+= 710.0 Hz, PFs).
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Synthesis of [Ir(CHOdfppy):(dobpy)ICl (8¢c-CD).

[Ir(CHOdFppy)2(u-Ch)]2  (0.10 g, o _| cl
0.08 mmol) and dobpy (0.14 g, 0.19 NM
mmol) were refluxed for 7 hours in | "

a mixture of methanol and

dichloromethane (1:2 v/v), under HM=\M/
nitrogen conditions. The solution ) ’ !

was cooled, concentrated and finally precipitated with diethyl ether to give 8c-Cl as an

orange solid (0.14 g, 63%).

Elemental analysis: (%): Anal. Calc. for C2HooClFalrNeOs: C, 61.45; H, 6.45; N, 5.97. Best
analyses found: C, 55.31; H, 5.82; N, 7.14).

ESI (+): m/z (%) 1371.74 [M]* (100%).

IR (KBr, cm™): (N-H) 3303 (m); (m), 2925 (m), 2853 (m); (C=0) 1695 (s); (C-H ring) 1534
(s), 1478 (s), 1422 (m), 1399 (s); (C-F) 1296 (m).

H NMR (CDCls,400 MHz, 293 K, 9): 10.71 (s, 2H, H*dobpy); 10.30 (s, 2H, CHO); 9.63 (s
broad, NH); 8.48 (d, Jur=9.2 Hz, 2H, H2dFppy); 8.24 (t, Juu= 8.3 Hz, 2H, H°dobpy); 7.98
(m, 4H, H>*dobpy and H3dfppy); 7.45 (d, Ju-u= 5.6 Hz, 2H, H*dfppy); 7.18 (t, Ju-u= 6.8 Hz,
2H, H*dfppy); 5.84 (d, ®Jru= 10.3 Hz, 2H, H’dfppy); 5.53 (m, 4H, (CH=CH); 3.54 (m, 4H,
N(CHz); 199 (m, 8H, (CH)(CH=CH); 177 (m, 4H, NH(CH:)(CH2)(CH:)s
CH=CH(CH)-CHs); 1.26 (m, 44H, NH(CH2)2(CH2)s(CH2)CH=CH(CH2)(CH2)sCHs); 0.87
(m, 6H, CHa)

YF{'H} NMR (CDCls,376.5 MHz, 293 K, d): -110.49 (d, Jrr=7.2 Hz, 2F, F°); -114.60 (d, Je-¢
=7.2 Hz, 2F, F¥).
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Synthesis of [Ir(dfppy)2(dbbpy)ICI (6b-PFe).

A solution of 0.21 g (0.26 mmol) of
(r(dfppy)2(CHsCN)2]JPFs  in a
mixture of methanol and
dichloromethane (1:2 v/v) was

treated with 0.09 g (0.26 mmol) of

dbbpy. The resulted yellow

mixture was stirred for six hours at room temperature and the solution evaporated to
dryness. The solid residue obtained was treated with diethyl ether, yielding complex 6b-
PFs as a yellow solid (0.21 g, 75%).

Elemental analysis: (%): Anal. Calc. for Cs2HssF10lrNeO2P: C, 47.06; H, 3.57; N, 7.84. Best
analyses found: C, 43.93; H, 3.37; N, 7.85 (Elemental analyses fit well for B-1.5CH2Cl..
Ca35ClsHaF1lrNeO2P: C, 43.56; H, 3.45; N, 7.01).

ESI(+): m/z (%) 927 [M]* (100%).

IR (cm): v(N-H) 3463(m); v(C-H) 3127 (w), 3072 (w), 2959 (m), 2926 (w), 2871 (w), 2852
(w); v(C=0) 1674 (s); v(C-H ring) 1600 (s), 1575 (s), 1540 (s), 1478 (s), 1432 (m), 1406 (s);
v(C-F) 1297 (m); v(P-F) 835 (vs); v(C-H) 749, v(Ir-N) 835.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, 293 K, d): 8.78 (s, 2H, H*dbbpy); 8.33 (d, Jun= 8.8 Hz, 2H,
Hzdfppy); 8.05 (d, Juu = 5.7 Hz, 2H, H*dbbpy or H°dbbpy), 7.97 (d, Juu= 5.7 Hz, 2H,
H>dbbpy or Hedbbpy); 7.85 (t, Ju-u= 7.9 Hz, 2H, H3dfppy); 7.43 (d broad, Juu = 5.6 Hz,
3H, NH and H°dfppy); 7.07 (t, Ju-u= 6.8 Hz, 2H, H*dfppy); 6.61 (pst, *Jr-u= 11.5 Hz, 4H,
H’dfppy); 5.68 (dd, 3Jeu= 8.3 Hz, Juu = 2.2 Hz, 2H, H’dfppy); 3.50 (quad, Juu = 6.9 Hz,
4H, NHCH>); 1.68 (quint, Juu=7.6 Hz, 4H, CH2-CHz); 1.42 (sx, Ju-u =7.6 Hz, 4H, CH2CHs);
0.95 (t, Jun=7.2 Hz, 6H, CHs).

BC{'H} NMR (CDCls, 100.6 MHz, 293 K, d): 164.3 (d, *Jr-c= 8 Hz, C'2dfppy); 164.1 (d, 'Je-
c = 230 Hz, Cédfppy or Cédfppy); 163.8 (s, CO), 155.7 (s, C2dbbpy or C*dbbpy); 152.9 (d,
Jec = 6 Hz,Cdfppy or C''dfppy); 150.88 (s, C*dbbpy or C>dbbpy); 148.5 (s, C>dfppy);
146.7 (s, C*dbbpy or C*dbbpy); 139.7 (s, C3dfppy); 128.2 (s, C®dbbpy or C°dbbpy); 127.6
(d, Jec = 250 Hz, Cedfppy or C¥dfppy); 127.4 (d, Jr-c= 6 Hz, Clodfppy or Cl'dfppy); 124.3
(s, C2dfppy); 124.0 (s, C*dfppy); 122.4 (s, C3dbbpy); 114.1 (d, ?Jr-c = 20 Hz, C°dfppy); 99.7
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(d, e~ 26 Hz, C’dfppy); 40.8 (s, NHCHz); 31.2 (s, CH2-CHo); 20.3 (s, CH2CHs); 13.8 (s,
CHs).

15F NMR (CDCls, 376.5 MHz, 293 K, 0): -70.4 (d, Jo+ = 715.8 Hz); -104.5 (d, Jrr= 11.3 Hz,
2F, F6); -107.8 (d, Jr-+= 11.1 Hz, 2F, F5).

'P{1H} NMR (CDCls, 162.1 MHz, 293 K, ): -144.2 (sp, Jo-+ = 716.1 Hz, PF).
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Synthesis of [Ir(ppy)(dbbpy)IPFs (6a-PFe)

A solution of 0.2 g (0.27 mmol) of

57 N3 o
[Ir(ppy)2(CHsCN)2]PFs in a mixture of 6y 1 é' é 5 )I\ _| PFg
B T RN PN P
methanol and dichloromethane (1:2 v/v) ||| | N ?/ ﬁ N
8 N 9//1 0 u:u,." | o N 3

was treated with 0.10 g (0.27 mmol) of

|~
dbbpy. The yellow mixture was stirred N | H
=z "™ N
for six hours at room temperature to give S | N

an orange suspension, which was
filtered. The orange solid obtained was cleaned with dichloromethane and hexane (0.22

g, 80%).

Elemental analysis: (%): Anal. Calc. for C2HaFelrNeO2P: C, 50.44; H, 4.23; N, 8.40. Best
analyses found: C, 49.51; H, 4.08; N, 9.68.
ESI(+): m/z (%) 855 [M]* (100%).
IR (cm?): v(N-H) 3457(m); v(C-H) 3210 (m), 3033 (m), 2972 (m), 2932 (m), 2868 (m);
v(C=0) 1666 (s); v(C-H ring) 1606 (vs), 1530 (s), 1474 (s), 1411 (s); v(P-F) 800 (s), 6(C-H)
749, v(Ir-N) 550.
'H NMR (DMSO-d¢, 400.1 MHz, 293 K, 8): 9.20 (s, 2H, H*dbbpy); 9.06 (t, 3/=5.0 Hz, 2H,
NH); 8.28 (d, °] = 8.0 Hz, 2H, H?ppy); 8.02 — 7.93 (m, 8H, H°ppy, H*ppy, Hédbbpy,
H>dbbpy); 7.68 (d, 3]=5.4 Hz, 2H, H’ppy); 7.15 (pst,®] =7.2 Hz, 2H, H*ppy); 7.05 (t,°] =7.9
Hz, 2H, Hppy); 6.93 (t,%] = 7.4 Hz, 2H, Héppy); 6.19 (d, 3] = 7.2 Hz, 2H, H°ppy); 3.36 (m,
4H, NCH2); 1.54 (quint, , ] =7.1 Hz, 4H, CHz); 1.36 (sext, *] = 8.0 Hz, 4H, CHCH:); 0.91
(t°] =7.4 Hz, 6H, CHs).
BC{'H} NMR (DMSO-d¢, 100.6 MHz, 293 K, 8): 166.63 (s, C'2 ppy ); 162.97 (s, CONH);
155.79 (s, C*dbbpy); 150.47 (s, Céppy or C>dbbpy or Cédbbpy); 149.93 (s, C “ppy or
Clippy); 149.23 (s, C°ppy); 144.13 (s, C3dbbpy); 143.73 (s, C'%py, Cllppy); 138.90 (s,
C3ppy); 130.94 (s, C°ppy); 130.31 (s, C®ppy); 126.65 (s, C’ppy or C>dbbpy or Cédbbpy);
125.10 (s, Céppy or C>dbbpy or Cédbbpy); 123.96 (s, C3dbbpy); 122.70 (s, C’ppy); 122.47
(s, C*ppy); 120.07 (s, C?ppy); 39.52 (s, NCH2); 30.99 (s, CHz); 19.57 (s, CH2Me); 13.65 (s,
CHs).
YF{'H} NMR (DMSO-d¢, 376.5 MHz, 293 K, d): -70.16 (d, Jer=711.9 Hz).
3IP{H} NMR (DMSO-d¢, 162.1 MHz, 293 K, 8): -144.2 (sp, Jr-t = 720.1 Hz, PFo)
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Synthesis of [Ir(ppy)2(dobpy)]Cl (8a-PFs).

Complex (8a-PFs) was synthetized 0 _l PFq
following the same procedure carried | ”M
out for the preparation of complex 6a-

PFs. 020 g (027 mmol) of

[Ir(ppy)2(CH3CN):]PFs and 0.2 g (0.27 A | AN | HW
mmol) of dobpy were employed. The X

resulted mixture was refluxed for 24 hours to finally obtain a dark orange solid. (0.26 g,

69%).

ESI(+): m/z (%) 1243.7 [M]* (100%).

IR (cm): v(N-H) 3430(m); v(C-H) 3112 (w), 3072 (w), 2922 (w), 2868 (m), 2871 (w), 2805
(w); v(C=0) 1664 (s); v(C-H ring) 1607 (s), 1538 (s), 1476 (s), 1415 (m); v(P-F) 832 (vs); &(C-
H) 757, v(Ir-N) 551.

H NMR (DMSO-d¢, 400.1 MHz, 293 K, §): 9.11 (s, 2H, H3dobpy); 8.99 (t, 3]=4.9 Hz, 2H,
NH); 8.21 (d, °] = 8.2 Hz, 2H, H?ppy); 7.91- 7.86 (m, 8H, H°ppy, H’ppy, Hédobpy ,
H>dobpy); 7.60 (d, 3]=5.9 Hz, 2H, H°ppy); 7.07 (t,% = 6.3 Hz, 2H, H*ppy); 6.98 (1,3 =74,
2H, Hppy); 6.86 (t,°] = 7.4 Hz, 2H, Hppy); 6.11 (d, 3] =7.4 Hz, 2H, H’ppy); 5.24 (m, 4H,
CH=CH); 1.90 (m, 8H, CH.-CH=CH); 1.48 (m, 4H, CH2); 1.16 (m, 48H, CH2); 0.75 (t°] =
6.6 Hz, 6H, CHs).

BC{tH} NMR (DMSO-d¢, 100.6 MHz, 293 K, 8): 166.71 (s, C?ppy); 162.97 (s, CONH);
155.83 (s, C*dobpy); 150.58 (s, Céppy or C°dobpy or Ct¢dobpy); 149.95 (s, C'°ppy or
Cllppy); 149.23 (s, Coppy); 144.17 (s, C*dobpy); 143.78 (C'°ppy or C''ppy); 138.98 (s,
Céppy); 131.05 (s, C’ppy); 130.40 (s, Céppy); 129.68 (s, 2C, C=C); 126.67 (s, C’ppy or
C>dobpy or Cédobpy); 125.17 (s, C®ppy or C>dobpy or Cédobpy); 124.01 (s, C*ppy); 122.75
(s, C3dobpy); 122.57 (s, C"ppy); 120.16 (s, C?ppy); 31.97 - 26.62 (CHz); 13.97 (s, CHs).
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Synthesis of [Ir(ppy)2(ddobpy)IPFs (9a-PFs)

Complex (9a-PFs) was  synthetized

following the same procedure carried out

H 1"
for the preparation of complex (6a-PFe). 0.10
g (0.14 mmol) of [Ir(ppy)2(CHsCN)2]PFs and
0.08 0.14 1) of ddob
g ( mmol) o obpy were *(\/)/1

employed. The resulted orange mixture

was refluxed for 24 hours to finally obtain an orange solid. (0.11 g, 65%).

Elemental analysis: (%): Anal. Calc. for CssHzFsIrN«O2P: C, 56.89; H, 6.09; N, 6.86. Best
analyses found: C, 64.53; H, 6.91; N, 7.79.

ESI(+): m/z (%) 1079.6 [M]* (100%).

IR (em™): v(N-H) 3410(m); v(C-H) 3303 (m), 3050 (m), 2927 (m), 2849 (m); v(C=0) 1664
(s); v(C-H ring) 1606 (vs), 1534 (s), 1475 (s), 1435 (vw); 1415 (vw); v(P-F) 836 (s), 6(C-H)
757, v(Ir-N) 556.

'H NMR (DMSO-d¢, 400.1 MHz, 293 K, 8): 9.18 (s, 2H, H’ddobpy); 9.03 (t, 3/=5.2 Hz,
2H, NH); 8.26 (d, 3] = 8.2 Hz, 2H, H?*ppy); 7.99- 7.91 (m, 8H, H°ppy, H’ppy, H°ddobpy,
H>ddobpy); 7.65 (d, 3]= 5.6 Hz, 2H, H°ppy); 7.12 (t,3] = 6.6 Hz, 2H, H*ppy); 7.02 (t,3] =7.2
Hz, 2H, Hppy); 6.90 (t,%] = 7.2 Hz, 2H, H®ppy); 6.16 (d, 3] =7.2 Hz, 2H, H’ppy); 3.33 (m,
4H, NCH>); 1.53 (quint, 3] =7.1 Hz, 4H, CHz); 1.21 (m, 36H, CH-); 0.82 (t,*] = 6.3 Hz, 6H,
CHs).

BC{H} NMR (DMSO-d¢, 100.6 MHz, 293 K, 8): 166.66 (s, C'?ppy); 162.94 (s, CONH);
155.80 (s, C*ddobpy); 150.51 (s, Céppy or C>ddbopy or Céddobpy); 149.92 (s, C'ppy);
149.21 (s, C°ppy); 144.13 (s, C2ddobpy); 143.74 (s, C''ppy); 138.92 (s, C®ppy); 131.01 (s,
C°ppy); 130.33 (s, Céppy); 126.66 (s, Ceppy or C>ddbopy or Céddobpy); 125.12 (s, Céppy
or C>ddbopy or Céddobpy); 123.97 (s, C*ppy); 122.70 (s, C3ddobpy); 122.50 (s, C"ppy);
120.10 (s, C?ppy); 31.97 — 26.62 (CHz); 22.08 (s, CH2CHs); 13.93 (s, CHs).
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Synthesis of [Ir(ppy)(dhbpy)IPFs (10a-PFe)

Complex  (10a-PFs) was synthetized 0 _| PF,
following the same procedure carried out HH‘E

for the preparation of complex (6a-PFs). 0.10 “

g (0.14 mmol) of [Ir(ppy)2(CHsCN):2]PFs and N/

0.10 g (0.14 mmol) of dhbpy were employed. (\/)/5

The resulted orange mixture was refluxed

for 24 hours to finally obtain an orange solid. (0.15 g, 81%).

Elemental analysis: (%): Anal. Calc. for CesHooFsIrN«O2P: C, 59.31; H, 6.79; N, 6.29. Best
analyses found: C, 54.48; H, 5.70; N, 7.47.

ESI(+): m/z (%) 1192 [M]* (100%)

IR (cm-1): v(N-H) 3415(m); v(C-H) 3318 (m), 3046 (m), 2927 (m), 2849 (m); v(C=0) 1669
(s); v(C-H ring) 1606 (vs), 1538 (s), 1475 (s), 1475 (s); 1432 (m); 1416 (w); v(P-F) 836 (s),
d(C-H) 749, v(Ir-N) 560.

'H NMR (DMSO-d¢, 400.1 MHz, 293 K, 8): 9.18 (s, 2H, H3dhbpy); 9.04 (t, 3J= 5.4 Hz, 2H,
NH); 8.26 (d, 3] = 8.1 Hz, 2H, H? ppy); 8.00- 791 (m, 8H, H°ppy, H*ppy, H°dhbpy,
H>dhbpy); 7.66 (d, 3[=5.6 Hz, 2H, H°ppy); 7.12 (t, %] = 6.5 Hz, 2H, H*ppy); 7.03 (t,°] =7.3
Hz, 2H, H’ppy); 6.91 (t,%] = 7.3 Hz, 2H, H®ppy); 6.16 (d, *] =7.3 Hz, 2H, H’ppy); 3.33 (m,
4H, NCH>); 1.53 (quint, 3] =7.1 Hz, 4H, CHz); 1.21 (m, 52H, CH-), 0.83 (t,*] = 6.5 Hz, 6H,
CHs).

BC{H} NMR (DMSO-d¢, 100.6 MHz, 293 K, 8): 166.65 (s, C'?ppy); 162.90 (s, CONH);
155.77 (s, C*dhbpy); 150.48 (s, Céppy or C>dhbpy or Cédhbpy); 149.87 (s, C'°ppy); 149.16
(s, Coppy); 144.12 (s, C3dhbpy); 143.71 (Cllppy); 138.88 (s, Cppy); 130.98 (s, C’ppy);
130.30 (s, Céppy); 126.61 (s, C®ppy or C>dhbpy or Cédhbpy); 125.08 (s, C®ppy or C>dhbpy
or Cédhbpy); 123.92 (s, C*ppy); 122.67 (s, C:dhbpy); 122.47 (s, C’ppy); 120.07 (s, C*ppy);
31.25 (CH2NH); 29.89 — 22.04 (CH-z); 13.89 (s, CHs).

BF{H} NMR (376.5 MHz, DMSO, 8): -70.17 (d, Jr-r=714.0 Hz).

3IP{H} NMR (162.1 MHz, DMSO, d): -144.2 (sp, Jet = 711.1 Hz, PFs).
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Synthesis of [Ir(ppy)2(dPEGbpy)]PFs (11a-PFs)

Complex (11a-PFe) was synthetized

following the same procedure N(/\/OJ\
carried out for the preparation of | ’ ’
complex (6a-PFs). 0.15 g (0.21

mmol) of [Ir(ppy)2(CH3CN)2]PFs H

and 0.11 g (0.21 mmol) of dPEGbpy

were employed. The resulted orange mixture was refluxed for 24 hours to finally obtain

an orange solid. (0.21 g, 87.8%).

ESI(+): m/z (%) 1035 [M]* (100%)

IR (cm-1): v(N-H) 3415(m); v(C-H) 3318 (m), 3047 (m), 2927 (m), 2849 (m); v(C=0) 1664
(s); v(C-H ring) 1607 (vs), 1582 (s), 1535 (s), 1475 (s); 1437 (m); 1420 (w); v(P-F) 836 (s),
8(C-H) 751, v(Ir-N) 558.

'H NMR (DMSO-d¢, 400.1 MHz, 293 K, 6) 9.18 (s, 2H, H*dPEGbpy); 9.14 (t, 2H, NH);
819 (d, ¥] = 7.1 Hz, 2H, H?ppy); 7.92- 7.84 (m, 8H, H°ppy, H3ppy, H°dPEGbpy,
H>dPEGbpy); 7.60 (d, 2H, Hppy); 7.05 (t, 2H, H*ppy); 6.96 (t, 2H, H’ppy); 6.84 (t, 2H,
Héppy); 6.10 (d, 3] = 5.7 Hz, 2H, H°ppy); 3.08 — 3.02 (m, 24H, OCH); 1.17 (t,°] = 6.7, 6H,
CHs).

BC{tH} NMR (DMSO-d¢, 100.6 MHz, 293 K, &) 166.69 (s, C>ppy); 163.19 (s, CONH);
155.92 (s, C*dPEGbpy); 150.60 (s, Céppy or C’dPEGbpy or C¢dPEGbpy); 149.94 (s,
Cl%ppy); 149.30 (s, C°ppy); 143.84 (s, C2dPEGbpy); 143.81 (s, C''ppy); 138.99 (s, C3ppy);
131.08 (s, C’ppy); 130.40 (s, C®ppy); 126.73 (s, Céppy or C°dPEGbpy or C°dPEGbpy);
125.18 (s, C’ppy or C*dPEGbpy or C®dPEGbpy); 124.05 (s, C*ppy); 122.59 (s, C*dPEGbpy);
122.36 (s, C’ppy); 120.14 (s, C?*ppy); 71.30 (OCH:); 69.74 (OCH); 69.60 (OCHy);
68.73(OCHz); 58.07 (OCHyz); 45.77 (OCH.); 8.68 (s, CHs).
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