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Resumen

En los ultimos afios, la quimica inorganica medicinal ha realizado un gran esfuerzo en el
disefio y evaluacién de nuevos agentes sintéticos, aprovechando las diversas geometrias y
nameros de coordinacion de los metales, asi como la amplia gama de ligandos disponibles,
con el fin de obtener compuestos con propiedades deseables contra blancos bioldgicos para
el tratamiento de enfermedades como el cancer. Entre los compuestos con propiedades
interesantes para la modificacidn estructural del ADN estadn los helicatos, debido a su
similitud con biomoléculas como las a-hélices, su naturaleza catiénica y quiralidad
intrinseca, favoreciendo asi su interacciéon con el ADN. Sin embargo, la mayoria de los
complejos helicoidales descritos en la bibliografia son racémicos, que pueden separarse en
sus enantibmeros por procedimientos costosos y dificiles. Considerando ligandos quirales
con al menos un centro de carbono Opticamente activo, es posible generar entornos de
coordinacioén alrededor del metal para producir selectivamente conformaciones AA o AA.
Ante los antecedentes sobre el caracter "topoldgico” del proceso de reconocimiento
molecular, que da lugar al establecimiento de interacciones entre helicatos y ADN, en este
trabajo se estudia el efecto de la quiralidad de los helicatos bimetalicos en sus afinidades
hacia el ADN. La preparacion, caracterizacién y evaluacién de la interaccion con ADN de
dos complejos derivados de Ru (ll) que tienen ligandos de bis-fenantrolina con espaciadores
quirales, (R,R)-trans-1,2-ciclohexanodimino-1,10-fenantrolina y (S,S)-trans-1,2-
ciclohexanodimino-1,10-fenantrolina. Los estudios de electroforesis, UV-vis y RMN indican
una diferenciacién en la interaccion de ambos helicatos con el ADN, que se atribuye al

caracter enantioselectivo en el establecimiento de tales interacciones.

Palabras clave: Estructuras helicoidales, N ligandos, Rutenio, Quiralidad, ADN.
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Introduccién
La Quimica  Supramolecular[l] ha
desarrollado metodologias para el disefio
de sistemas construidos a partir de
componentes moleculares que interactian
a través de fuerzas intermoleculares no
covalentes, convirtiéndose en un creciente
campo de investigacion. Un grupo de
estructuras supramoleculares que han
despertado gran interés debido a la
arquitectura que presentan son conocidos
como Helicatos,[2] definidos como
estructuras auto-ensambladas
constituidas por dos o mas hebras de
ligandos, que se unen y enrollan a través
de una serie de cationes metalicos, dando
como resultado una estructura
helicoidal.[3] Al igual que el ADN, los
helicatos son moléculas que poseen
quiralidad, la que es definida por el
sentido de giro de los ligandos al
coordinar los centros metalicos,
diferenciandose dos enantiomeros, siendo
el enantibmero M aquel donde el ligando
se enrolla a “mano izquierda” y el
enantiomero P hacia “mano derecha”

(Figura 1.A).

Ademas, pueden existir dos situaciones
posibles; si se opone la actividad 6ptica en
los dos centros metalicos, surge la forma
meso (no posee quiralidad) y si los dos
centros metalicos son homoquirales, se
forma una mezcla racémica (formas AA o

Py las formas A\ o M) [4] (Figura 1.B).
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Figura 1. a) Representacion de los enantiomeros
bimetalicos helicoidales M y P. b) Visién esquematica de

las posibilidades isomérica de un helicato.

Ademas del atractivo estructural que
tienen éstos complejos helicoidales,
presentan similitudes con estructuras
biolégicas como los “dedos de zinc y las
alfa-hélices (Figura 2), que corresponden
a segmentos proteicos que se enrollan
sobre un eje helicoidal y se unen de
manera reversible al surco mayor del
ADN. Estas estructuras biolégicas tienen
la funcién de reconocer el ADN vy regular

su expresién genética [5]

o-helice

Zinc-fingers

Figura 2. Alfa hélice y dedos de zinc unidos al

surco mayor del ADN.
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Dada

estructuras biologicas de reconocimiento

la similitud de los helicatos con
de ADN, estos han sido utilizados para el
estudio del tipo de interaccién que existe
entre estos complejos metalicos y el ADN,
donde la naturaleza intrinsecamente quiral
que presentan estos complejos, asi como
caracteristicas topoldgicas (tamafio y
forma) y la carga dada por los centros
metalicos, son consideraciones claves en
el proceso de reconocimiento y uniéon no
covalente con el ADN. [6]

Hannon y colaboradores [7] han sido
pioneros en la exploracion de complejos
helicoidales que interacttan con el ADN, a
partir de la obtencion del complejo rac-
[Fe'",L3]**(rac=racémico), que esta
formado de tres ligandos bis(piridilimina)
(L) que coordinan a dos centros de hierro

(I (Figura 3).

4 (9
M P

Figura 3. Helicato [Fe;Ls]**, a la izquierda se
muestra el enantiomero M y a la derecha el
enantiéomero P.

Del estudio sistematico del complejo de
Fe(ll) junto con el uso de complejos
similares derivados de Ni(Il), Ru(ll) y Cu(l),
Hannon logré establecer una serie de
conclusiones respecto al tamafio, carga y
tipo de metal, tienen sobre la interaccion
con ADN.
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e Efectos del tamafio del complejo.
Hannon visualizo el grado de interaccion
del helicato rac-[Fe.L3]* con doble hebras
de ADN mediante microscopia de fuerza
atomica (AFM, de sus siglas en inglés
Atomic Force Microscopy), a diferentes
concentraciones de helicato utilizando dos
complejos monometalicos como control,
[Co(NHs)e]*" y [Ru(phen)s]*".

Estos dos complejos presentan
caracteristicas diferentes de union al ADN,
siendo el complejo de cobalto un agente
de condensacién de ADN y el complejo de
rutenio un modelo de comparacion de
forma molecular “esférica”, teniendo la
mitad de la carga cationica y del tamafio
que el complejo helicoidal de Fe (ll). En
comparacion a éstos dos complejos
monometalicos, el helicato ferroso no
produce condensacibn de ADN, pero
causa la curvatura en la doble hebra por
su coordinacion a ésta. Este resultado
estd atribuido al tamafio que posee el
helicato rac-[FesLs]** (longitud: 17,3 A y
ancho: 5,3 A), que provoca importantes
ADN,

Su

flexiones intramoleculares en el

generando modificaciones en

conformacion, en comparacion al
complejo de cobalto que solo actué como
agente de condensacion de ADN y el
complejo de rutenio que, considerando
que es la mitad que el complejo helicoidal
de Hierro en cuanto a carga, tamafio y
forma, no logr6 efecto de curvatura en la

doble hebra.
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e Efectos de la carga del complejo.

Con el fin de evaluar el efecto de la carga
cationica de los helicatos en la fuerza y la
extension de la union al ADN anioénico,
Childs y colaboradores,[8] estudiaron
helicatos dinucleares de Cu(l) [CuzlL2]*,
resultando ser similares en tamafo y
forma (longitud: 18,5 A y ancho: 5,5 A),
pero de carga catibnica menor que al
helicato de Fe (Il) de triple cadena
homoéloga, determinando que este
complejo di catiénico de Cu(l) se une al
ADN menos fuertemente que el de hierro
tetra catidnico, logrando s6lo una
agregacion de las hebras, lo que confirma
gue la carga catiénica de los complejos es
un factor importante frente a la union a

ADN polianiénico.

e Efectos del Metal.

Asi también, en el grupo de Hannon,
observaron que al comparar la afinidad del
helicato rac-[Fe.Ls]** por el ADN con otros
helicatos bimetalicos de triple hebra
[M2"'Ls]** que poseen diferentes centros
metalicos (M= Ni, Ru o Co) pero si el
mismo tamafio, forma y carga, la afinidad
de estos helicatos por ADN no depende
del metal, induciendo todos ellos, efectos
similares sobre la estructura de la doble
hélice. [9]

De esta manera, este grupo de
investigacion permitié establecer que tanto
la afinidad de interaccion de helicatos con
el ADN y sus modos de unidon son

independientes del metal, pero si estan
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fuertemente determinado por el tamafio y

forma (definida por el ligando) y la carga
catibnica que presentan estas metalo-
estructuras. Ademds, las observaciones
recogidas del trabajo de Hannon apuntan
a que el proceso de reconocimiento entre
helicato y el ADN es de caracter
“topolégico”, debido a la forma, tamano y
carga que posee el complejo, dando
origen al establecimiento de interacciones
de distinta naturaleza y magnitud.

En general, los complejos que mejor se
ajustan a la estructura de la doble hélice
del ADN tienen mayor afinidad de union,
es por esto que Meistermann vy
colaboradores, [10] estudiaron por
separado el efecto que generan los
enantiomeros M y P de [Fe.Ls]* (Figura
3.) al interaccionar con ADN calf-thymus
(ADN en forma B), a partir de imagenes
de AFM, que indican que existe mayor
interaccion entre el ADN y el enantibmero
M por sobre el enantidmero P del helicato,
provocando el enantiomero M un marcado
enrollamiento de las hebras de ADN
(Figura 4b.), mientras el enantiémero P,
solo logra una leve curvatura de las

hebras (Figura 4c.).

2) ST

Figura 4. Imagenes AFM de fragmentos de 200 pb
de ADN lineal incubado con [Fe;L3]** a 37°C. a)
ADN libre, b) ADN incubado con enantiomero M en
relacién 10:3, ¢) ADN incubado con enantiomero P
en relacion 10:3 d) ADN incubado con rac-[Fe;Ls]*
en relacion 10:3.
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Asi
quiralidad

también, el la
de

modificacién de las estructuras de ADN ha

papel juega

helicatos

que
sobre la
sido abordado por Yu y colaboradores,[11]
quienes estudiaron los mismos helicatos
[MzL3]* (M= Fe (I) o Ni (1)) como agentes
de unién a ADN telomérico humano G-
guadruplex, mostrando que la selectividad
quiral en la estabilizacion del ADN G-
guadruplex resulté ser mas fuerte para el
enantiomero P que para el enantiomero M
(Figura 5), y de manera interesante esta
selectividad quiral resulté nuevamente ser,

independiente del metal.

P
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Figura 5. Enantioselectividad en la estabilizacion y

union del ADN telomérico G-quadruplex con
helicatos.
Este hallazgo indica que la

enantioselectividad en la union de
helicatos con ADN no se limita a seguir la
enantiomero M
B-ADN,
confirmando que la interaccion complejo-

ADN dependera tanto de la helicidad del

regla general que el

siempre se asocia con

enantidmero sintético, como des ADN con

el que interacciona.[12]

c\nl=’ Asociacién de Universidades {‘\:«b
GRUPO MONTEVIDEO B .
I\ wr

% UNCUYO

# UNIVERSIDAD

17, 18 y 19 de octubre de 2018
ha existido

aproximacion en esta linea mediante el

Ultimamente, una
estudio de helicatos que poseen ligandos
flexibles con centros estereogénicos en
los espaciadores que unen los fragmentos
coordinantes, los cuales son capaces de
dirigir el sentido de giro del helicato con la
obtencion de “ligandos pro-quirales”,[13]

En este enfoque, el grupo de investigacion
de Scott[14] ha
complejos helicoidales Opticamente puros

estudiado nuevos

de Fe (II) y Zn (ll) de triple hebra, a partir
de

flexibles en comparacion con los clasicos

ligandos pro-quirales mucho mas

helicatos rigidos, denominando a éstos
como "Flexicatos".

La caracteristica principal de este grupo
de complejos es su pureza 6ptica dada
por la informaciéon quiral contenida en el
ligando, que es transferida eficientemente
al centro metalico durante la coordinacion,
ademas de ser solubles y estables en
medio acuoso y sus propiedades se
pueden ajustar u optimizar, siendo
facilmente disponibles en wuna escala

préactica (figura 6).

NN

LT T
3 I H + 6 -
N
HQN/\/O Ph Io

L'* X=H
L™ X=0H
L' X=OCH;C=CH

+ 2Fe(ll)

draRc-(Fel Y

Figura 6. Auto ensamble de flexicato de Fe(ll)
enantioméricamente puro.
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En este trabajo se presenta la preparacion
y caracterizacion de un ligando bis-
fenantrolina para la obtencion de un
complejo bi-metalico de rutenio (Il), donde
el disefio del ligando (fragmentos
coordinantes y espaciador) favorece la
formacion preferencial de un complejo
helicoidal.

Asi también, se discute el efecto que tiene
la quiralidad de los helicatos sobre su
afinidad por coordinar ADN, donde el
sentido de giro de los complejos favorece
la coordinacion de uno de los
enantiomeros por sobre el otro
(enantioselectividad), confirmando que el
reconocimiento que da origen al
establecimiento de interacciones entre

helicato y ADN es de tipo “topoldgico”.

Objetivos

e Sintetizar y caracterizar un complejo
bimetalico de Ru(ll) derivado de un
ligando bisfenantrolina, cuyo disefio
favorezca la obtencion de una estructura
helicoidal y confiera un sentido de giro
preferencial en la conformacion del

complejo obtenido.

e Evaluar modificaciones estructurales,
cambios conformacionales o cortes en
las hebras o degradacion del ADN
causados por la coordinacion de los
helicatos, mediante el uso de las

técnicas de electroforesis.
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Materiales y Métodos

Los reactivos necesarios para la sintesis
de los ligandos y los complejos fueron
utiizados sin  previo tratamiento 'y
corresponden a reactivos grado sintesis:
1,10-fenantrolina monohidratado 299.5%
(Merck), peroxido de hidrogeno al 30%
(Merck), KOH (Merck), Na>SO. anhidro
99,4% (J.T. Baker), cianuro de potasio =
96 %, cloruro de benzoilo 299% (Sigma-
Aldrich), NaOH 299% (Merck), acido
clorhidrico 32% (Merck), cloruro de tionilo
299.0 % (Merck), borohidruro de sodio
296% (Sigma-Aldrich), dioxido de selenio
298% (Sigma-Aldrich), (1R,2R)-(-)-1,2-
diaminociclohexano =298% (Sigma-
Aldrich). ElI complejo precursor de rutenio
utilizado fue Ru(DMSO).Cl..

Para el estudio mediante electroforesis se
utilizaron los siguientes reactivos: ADN
plasmidial pBR322 de E. coli ER2272 (1
pg/uL) en solucion buffer (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 8,00 (New England
BioLabs), enzima de restriccion Eco RI
(20,000
Biolabs), buffer TAE 50x (Tris-Acetato;
EDTA grado ultra puro, Amresco), buffer

unidades/mL, New England

de carga azul-celeste 6x (Winkler),
GelGreen Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X
en agua (Biotium), ADN decamero 1umol
de duplex liofilizado d(5’-CGCGATCGCG-
3’)2 (Integrated DNA Technologies) y sal
soédica del &acido-3-trimetilsilil propidnico
(TSP, Sigma-Aldrich).
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Todos los solventes utilizados son de
procedencia Merck. Metanol fue secado
con CaCl, y tamiz molecular 4 A durante
12 h, previo tratamiento del tamiz el cual
fue activado a 400°C durante 3 h.
Acetonitrilo usado en medidas de
voltametria ciclica fue secado usando
P.Os y recogido directamente desde el
destilador para wusarlo de manera
inmediata en las medidas electroquimicas.
El resto de solventes fue utilizado sin
previo tratamiento: Acido acético glacial,
Etanol pa. 99,5%,
diclorometano pa. 99,5%, acetonitrilo pa.
99,9%, metanol pa. 99,9 %, piridina 99%,
cloroformo-d 1 99,8%,
99%, acetona-d 6 99,9%,
tetracloroetano—d 2 99,5%,
99,8%.

Todas

cloroformo pa. 99%,

acetonitrilo-d 3
1,1,2,2-

metanol-d 4

las soluciones acuosas para
experimentos de electroforesis fueron
preparadas con agua libre de nucleasas,
mientras que para las soluciones
utilizadas en experimentos de RMN 1D
con ADN fueron preparadas con agua
milli-Q (Heal

System).

Force, Ultra Pure Water

Sintesis del precursor 2-cabaldehido-1,10-

fenantrolina.
2-carbaldehido-1,10-

fenantrolina fue realizada siguiendo el

La sintesis de
procedimiento reportado previamente en

literatura [15] y como se describe en la

figura 7.
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1) NaOH
2)Hel

Figura 7. Esquema de sintesis del precursor 2-
carbaldehido-1,10-fenantrolina.

Sintesis de los ligandos (R,R)-(2-DPIM)
((R,R)-trans-1,2—ciclohexanodiimino-1,10-
(S.S)-(2-DPIM) _ ((S.S)-
trans-1,2-ciclohexanodiimino-1,10-

fenantrolina)).
La sintesis del ligando (R,R)-trans-1,2-

fenantrolina) vy

ciclohexanodiimino-1,10-fenantrolina,
(R,R)-2-DPIM,

esquema de sintesis que se muestra en la

fue realizada segun el
figura 8. 600 mg (2,9 mmol) del precursor
2-carbaldehido-1,10-fenantrolina y 164,8
(IR,2R)-(-)-1,2-

diaminociclohexano se mezclaron en 4 mL

mg (3,3 mmol) de

de metanol anhidro en un reactor tipo
Parr. La mezcla de reaccion se irradio en
un horno de microondas (MW) durante 20
800W de

potencia. Después, el producto resultante

min a aproximadamente
se extrajo con éter etilico para dar un
s6lido marrén con un rendimiento del
83%. Para la obtencion del ligando (S,S)-
trans-1,2—ciclohexanodiimino-1,10-

fenantrolina, (S,S)-2-DPIM, se realiz6 el

mismo procedimiento experimental
anterior, pero esta vez utilizando el
espaciador (1S,2S)-(+)-1,2-
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diaminociclohexano.

— 2_

N N

2 / \ + L 7 W A\

— = CHy0H

cHo HaN NH, N\ }c
(R,R) 6 (8,S) = =

Figura 8. Esquema de la sintesis del ligando
dimero (R,R)-(2-DPIM) 6 (S,S)-(2-DPIM).

Sintesis del complejo  [Ru"2((R,R)-2-
DPIM)>](NO3)4 y [Ru"2((S,S)-2-
DPIM)2](NO3)a.

Para la sintesis de cada uno de los

complejos, se utilizaron los ligandos (R,R)-
(2-DPIM) vy (S,S)-(2-DPIM) (0,55 g, 0,89
mmol) y Ru(DMSO).Cl. (0,54 g, 1,11
mmol), siendo mezclados con 5 ml de
metanol en un reactor metalico de tipo
Parr. La mezcla de reaccion se irradio 2
veces durante 30 min a una potencia de
800 W en wun horno microondas.
Posteriormente, el producto resultante fue
extraido con metanol y rotoevaporado
para dar una mezcla aceitosa de
productos de color marrén, la cual fue
disuelta en agua vy filtrada para eliminar
sélidos insolubles. El sélido resultante fue
fitrado y purificado con una columna
cromatografica de alimina usando
acetonitrilo-agua-solucién saturada de
KNOs; en proporciones de 20:1:1 como
fase movil. La presencia de KNO; en la
columna cromatografica produjo el
reemplazo de los iones de cloruros por

NOs .
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Electroforesis.

El estudio de la interaccion de los
complejos [Ru'>((R,R)-2-DPIM);](NOs)s y
[Ru'>((S,S)-2-DPIM);](NOs)s con ADN se
realiz6 mediante la técnica de
electroforesis en gel.

Se prepar6 una solucion stock de
plasmidio pBR322, utilizada para incubar
7 muestras con 2 L cada una, ademas de
la preparacion de las 2 soluciones stock
del complejo a 0,56 mMy 1,7 mM en agua
milli-Q,
necesarios para lograr concentraciones de
3,75 uM, 7,5 uM, 18,78 uM, 37,56 uM y

225 pM, adicionacionado posteriormente 2

tomando los volimenes

ML de agua libre de nucleasas, incubando
todas las muestras durante 30 min. para
adicionar 3 pL de buffer de carga,
llegando a un volumen total de 10 pL.
Para los 2 complejos se utilizé un control
de plasmidio lineal (carril 8), el cual se
obtuvo incubando 1 ug (1 pL) de plasmidio
pBR322 con 1 pL de enzima de restriccion
Eco RI, agregando 5 uL de solucion buffer
NeBuffer 10X y 43 uL de agua libre de
nucleasas, manteniéndose durante 200

min en un bafio de agua a 37°C.

Estudio de la interaccion oligonucleétido-

complejo. Determinacién de la constante

de union Kb, mediante RMN.

Para los complejos bimetalicos
[Ru">((R,R)-2-DPIM),](NO3)s y [Ru'">((S,S)-
2-DPIM)2](NO3)4 se prepararon soluciones
stock de concentracion 1,14 uM en buffer

fosfato (10 mM) pH=7,0 en 90% H>0O/ 10%
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D20. La solucién de ADN se prepard a
partir de 1umol de oligonucledtido duplex
d(5’-CGCGATCGCG3J')2 disuelto en 1000
puL del
solucién de concentraciéon 1 mM de duplex
([ADN]). De esta solucion de ADN se
500 puL vy

sucesivamente alicuotas de 40 L de

mismo buffer, obteniendo una

tomaron se afadieron

complejo, que corresponden a
incrementos de 0,1 equiv. hasta llegar a
de r=[ADN]/[complejo]=1,7.

Luego, las adiciones se incrementaron en

un valor
0,2 hasta alcanzar 2,0 equiv. Luego de
cada adicion, se registraron espectros de
RMN-'H. La temperatura se mantuvo
constante a 300 K a lo largo de la

titulacion.

Resultados y Discusion

Sintesis y caracterizacion de helicatos
de Ru(ll).

Se prepararon ligandos quirales (S,S)-2-
DPIM y (R,R)-2-DPIM por condensacion
de 2 eq de 2-carbaldehido-1,10-
fenantrolina con 1 eq de los espaciadores
(S,S) Y (R,R)-trans-1,2-

ciclohexanodimino, respectivamente. La

guirales

reaccion asistida por microondas de los
ligandos con Ru(DMSO)4Cl,, produjo los
Opticamente P-
[Ruz((R,R)-2-DPIM)2]* 'y M-[Ruz((S,S)-2-

DPIM).]*, después de la precipitacion en

helicatos activos

forma de sales de nitrato y purificacién en
columna cromatogréfica.
Pequeiias diferencias en los espectros de

RMN de ambos helicatos surge de la
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de los espaciadores

ciclohexano, que evidencian el caracter

conformacion

enantiomérico de ambos complejos (figura

Figura 9. Espectros de 'H-NMR de helicatos M-
(rojo) y P- (azul) de Ru (Il), en CD3;0OD a 300K.
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Figura 10. geometria
optimizada (DFT/wB97X-D3/Def2-TZVP) de
helicatos bimetalicos M y P de Ru (Il).

(s $)-2-DPIM + Ru (m
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Esquema de sintesis
los

Espectrometria de masas del
complejo [Ru2(2-DPIM)2](NO3)a.
El espectro de masas del complejo

[Ru">((R,R)-2-DPIM)2](NO3s)s mostré dos
picos principales de ion molecular de
similar intensidad relativa, en una ventana
total de 0 a 2000 m/z. Los picos de iones
moleculares aparecen a m/z =298,2 y
m/z= 659,3. A partir de la comparaciéon
con los patrones isotépicos calculados,
figura 11, el pico de valor m/z=298,2
corresponderia a la especie tetra-catidnica
[Ru">(R,R-2-DPIM),]**

lo cual indica una relacion
11

nitrato). Ademas, se descarta la formaciéon

esperada
(1192,26/4),

metal-ligando (sin  contra-iones
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de la especie monometalica [Ru"((R,R)-2-
DPIM)]?*, debido a que la presencia del
doble enlace del grupo imina confiere
rigidez al ligando, impidiendo la hexa-
coordinacion de ambos fragmentos
fenantrolinicos de la misma cadena a un
atomo de rutenio.[16] Asi también, no es
probable que este pico sea atribuido a
esta especie monometdlica [Ru"((R,R)-2-
DPIM)]** considerando una coordinacion
parcial del ligando, ya que en base a los
resultados obtenidos mediante RMN, en el
ligando bis-fenantrolinico coordinado se
observa un Unico patron de sefales
aromaticas, lo cual indica que no existe un
fragmento fenantrolina descoordinado en

el compuesto medido.
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Figura 11. Patrdn isotopico experimental (negro) y
calculado (rojo) del complejo [Ruz((R,R)-2-
DPIM)2](NOs)s. Los espectros calculados fueron
obtenidos  del  software  Burker  Daltonic
DataAnalisis. Los espectros experimental y
calculado en a) y b) corresponden a [Ru'>((R,R)-2-
DPIM)J** (m/z =298,2) Los espectros experimental
y calculado en c) y d) corresponden a {[Ru';z((R,R)-

2-DPIM)2](NO3)2} 2+ 'm/z=659,3.

\ni Asociacién de Universidades
? §’ GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
Respecto al segundo pico observado a

m/z = 659,3, este corresponderia a la
{[Ru">((R,R)-2-
DPIM)2](NO3).}**, cuya masa molar es

especie bimetélica
1316,22 g/mol y carga total es 2+
(m/z=658,11). La presencia de este pico
como especie principal detectada en los
espectros de masa sefiala que existe
asociaciéon de dos iones NO3s al complejo
bimetalico cati6nico, probablemente por
atraccion electrostatica a los centros
metdlicos de Ru(ll). Ademas, existe una
diferencia entre los valores
experimentales y calculados de 1 unidad
de m/z, por lo que es posible que la
molécula se encuentre protonada (0 bien
uno de los contraiones) debido a las
condiciones experimentales de medida en
el espectrometro ESI-MS. Los resultados
de espectrometria de masas por
electrospray son coherentes con la
férmula propuesta para el complejo. Esto,
junto a los resultados de caracterizacién
por RMN confirman la formacién de la
especie bimetalica esperada.
Caracterizacion mediante Dicroismo
Circular

Se realizaron mediciones de dicroismo
circular en acetonitrilo para evaluar la
pureza O6ptica de ambos enantibmeros.
Los ligandos libres mostraron bandas con
signos opuestos por debajo de 330 nm.
En consecuencia, las bandas a longitudes
de onda superiores a 350 nm se atribuyen

a la helicidad de los complejos.
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Figura 12. Espectros de CD de helicatos de Ru (II)
enantioméricamente puros M (rojo) y P (azul).

Interaccion de los enantiomeros de Ru
() con ADN plasmidico por
electroforesis.

Los experimentos de electroforesis
mostraron que ambos enantibmeros no
pueden escindir el ADN plasmidico. Sin
embargo, como se observa en la figura
13, la unién del enantiomero M induce un
retraso mas pronunciado en la migracién
del ADN, debido a la disminucion de la

carga anidnica en el biopolimero.
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Figura 13. Interaccion de pBR322 con M-
[Ru',((S,S)-2-DPIM)2J** y P-[Ru"z((R,R)-2-DPIM)2]**
. Linea 1. Control del plasmido SC 112,8 uM.
Lineas 2-7: DNA 112,8 uM + Complejo, 2: 3,75 uM,
3: 7,5 uM, 4: 18,78 uM, 5: 37,56 uM, 6: 225 uM, 7:
1,13 mM. Linea 8: plasmido lineal control.

Determinacién de la constante de unién
aparente, Ky, por UV-Vis y *H-NMR.
UV-vis

determinar las constantes de unién, Kby,

Experimentos permitieron

de cada enantidmero sobre la unién de ct-
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ADN, figura 14. Al igual que lo observado

por electroforesis, el enantidmero M tiene
una afinidad més alta por la union al ADN,
donde su valor K, es un orden de

magnitud mayor que el enantiomero P.

= P4Ruy((RR)-2-DPIM)** [4DN] _ [4DN] 1
4+ €a-€f  €p-€f  Kp(ep-€f)

Eq.1l

® M{Ruy((S,5)-2-DPIM)

s
=

&
>

P-[Rul,((R,R)-2-DPIM),]**

&
3

K,=122x10° M

[DNAJ/(z,- &) x10°

M-[Ruly((S,8)-2-DPIM), ]+

L] K,=142x10°M"!
" 12 13 14
[DNA] x10° M

Figura 14. Determinacion de Kb por titulacion de
ADN-ct con cada enantiémero.

La afinidad de cada enantiomero también
se evalué mediante RMN-'H, usando un
oligonucledtido de secuencia conocida,
d(5'-CGCGATCGCG-3").. El
desplazamiento quimico de H8 y H2 de la
adenina central se uso en la ecuacion 2
para determinar los valores de Kp, que
resultaron mayores para el enantibmero
M, figura 15.
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Figura 15. Determinacion de Ky, por valoracion de
un oligonucleétido con M-[Ru((S,S)-2-DPIM)]*.
La relacion [complejo] / [ADN] se indica como el

valorr.
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Conclusiones

La sintesis de los ligando pro quirales bis-
fenantrolinico (R,R) y (S,S)-2-DPIM fue
realizada con éxito a partir de una serie de
reacciones de sustitucion sobre el carbono
2 de 1,10-fenantrolina, terminando con el
2-carbaldehido-1,10-
fenantrolina, el cual permiti6 la obtencién
de los ligandos (R,R) y (S,S)2-DPIM
mediante reaccion de condensacion con el
(1R,2R)-(-)-1,2-
(1S,2S)-(-)-1,2-

diaminociclohexano respectivamente.

precursor

puente diamina

diaminociclohexano vy

Respecto a la formacion de los complejos,
la sintesis en microondas permitié reducir
los tiempos de reaccion
considerablemente, ya que métodos
tradicionales de sintesis de complejos
fenantrolinicos de  Ru(ll) implican
reacciones a reflujo durante varios dias.
Asi también, en la evaluacion de tres
precursores de Ru se observd gque el uso
de Ru(DMSO)4Cl; permiti6 la obtencion de
productos  con las  caracteristicas
esperadas para compuestos de

fenantrolinicos de Ru(ll).

Se sintetizaron los correspondientes
complejos de Ru(ll), obteniendo dos
nuevos complejos helicatos bimetalicos,
caracterizados todos en solucion mediante
espectroscopia RMN, espectrometria de

masas y dicroismo circular.

Los experimentos de union a ADN

mostraron que ambos enantibmeros son
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capaces de unirse al ADN, sin actividad

nucleasa. Los valores de Kb indican que
el enantiomero M tiene una afinidad mayor
hacia el ADN que el enantiomero P, dando
cuenta que la interaccién helicato-ADN es

un proceso enantioselectivo.
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