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RESUMEN

LQI. Maria Magaly Corona Lopez Fecha de graduacion: Agosto 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: Diseiio y sintesis de borinatos con potencial aplicaciéon para la
obtencion de imagenes por fluorescencia.

Niimero de paginas: 144

Candidato para el grado de
Maestro en Ciencias con
Orientacion en Quimica de los Materiales.

Area de estudio: Quimica de los Materiales

Propésito y Método de estudio:

En el presente proyecto se propone la sintesis de siete nuevos borinatos derivados de bases
de Schiff bidentadas, mediante métodos de condensacion eficientes asi como la determinacion de
sus propiedades Opticas. Estos borinatos se han disefiado cuidando la modulacién de la estructura
electrénica del sistema m-conjugado modificando diversos sustituyentes con el fin de favorecer los
efectos electrénicos. Asi mismo, con estas modificaciones estructurales se busca una baja o nula
citotoxicidad, ya que en el caso de los aminoécidos, estos son moléculas bioldgicas, por lo tanto no
representardn una amenaza al ser absorbido en la célula. Finalmente se espera que los borinatos
derivados de bases de Schiff presenten un uso potencial para la obtencién de imagenes in vitro por
fluorescencia.

Conclusiones y contribuciones:

En este proyecto de investigacién se reportaron la sintesis de siete nuevos borinatos
derivados de bases de Schiff asi como sus correspondientes ligandos bidentados mediante una
reacciéon de condensacion, estos compuestos fueron caracterizados mediante diversas técnicas
espectroscOpicas y espectrométricas asi como por difraccion de rayos X. Los ensayos de
citotoxicidad demostraron que los borinatos presentan bajo citotoxicidad. El estudio de imédgenes
por fluorescencia revel6 que los complejos 2a-7a mostraron tincién fluorescente en las células
B16F10, logrando teiiir el citoplasma en la célula en una tincién en la regién del azul, ademas las
imigenes siguieren que los borinatos Sa-7a son capaces de tefiir los nucléolos lo que pone en
manifiesto la importancia de incluir como sustituyente un aminoacido.
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La obtencién de imdgenes por fluorescencia es una técnica poderosa de alta
resolucién y no invasiva, utilizada para el diagndstico e investigacion biomédica. Esta
técnica ofrece un enfoque tnico para la visualizaciéon de los detalles morfolégicos en
células y tejido bioldgicos con una resolucién a nivel subcelular que no puede ser
resuelta por otras alternativas e imagen tales como: la radiografia, el ultrasonido, la
resonancia magnética nuclear de imagen y la topografia computarizada de rayos-X'. Para
el éxito en la adquisicion de imdgenes es indispensable el uso de un agente de contraste
que permita identificar y generar imagenes de areas especificas no fluorescentes dentro
de la célula. En la actualidad, el disefo y la sintesis de nuevos materiales fluorescentes ha
propiciado la interaccién de la fisica, la quimica y la biologia, lo cual ha dado lugar a
estudios multidisciplinario enfocados al uso de estas moléculas como agentes de
contrastes para la obtencién de imdgenes que permitan el diagndstico oportuno de

2
enfermedades”.

En la literatura se encuentra reportada una amplia variedad de moléculas
orgdnicas con utilidad probada en la obtencién de imdgenes por fluorescencia. Sin
embargo, también es conocido que estas moléculas presentan problemas asociados con la
autofluorescencia, el fotoblanqueamiento, pequefios valores de desplazamiento Stock y la
hidrofilicidad, lo cual les confiere incompatibilidad en medios acuosos®. Una estrategia
para disminuir este dltimo inconveniente es la inclusién de grupos hidrofilicos®. En
comparaciéon con las moléculas organicas, los complejos organometélicos muestran
tiempos de vida relativamente largos, valores grandes de desplazamientos Stock’ que
permiten una ficil separaciéon de las longitudes de onda de excitacién y emision,
respectivamente. Adicionalmente, los compuestos organometédlicos permiten una facil
modificacién estructural que permite variar las propiedades Opticas (fotoestabilidad,

rendimiento cudntico), quimicas (solubilidad, baja reactividad, etc.) y la citotoxicidad.
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Por lo tanto, es logico pensar que los complejos organometdlicos podrian ser
considerados una alternativa para reducir los problemas asociados principalmente con la
autofluorescencia. Aunque la aplicacion de los complejos organometdlicos en
fluorescencia de imagen ha sido discutida por décadas, esta es aun considerada como una
nueva drea de investigacidon. Entre los materiales luminiscentes, se ha incrementado el
interés en la preparacion de nuevos compuestos de boro ya que se han convertido en
croméforos y fluoréforos muy utiles debido a sus potenciales aplicaciones en diversas
areas del conocimiento tales como: la quimica supramolecular6, la quimica medicinal, en
donde se ha empleado como agente para el tratamiento del cincer a través de la terapia
de captura de electrones de boro’, quimica de los materiales en donde se ha explorado sus
aplicaciones como: sondas moleculares fluorescentesg, medio activo en la emision 1éser9,
material electroluminiscente'®, transistores orgdnicos de efecto de campo'', materiales
fotosensibles'? y agente de contraste en imagen13 (Figura 1). Debido al interés en la
exploracién de nuevos materiales que se adapten a las necesidades de estos y otras
aplicaciones, la quimica orgédnica ha contribuido enormemente al desarrollo de ligandos
sintéticos innovadores y sus complejos de boro. Las estructuras tipo BODIPY
representan uno de los esqueletos de boro tetra-coordinado mds atractivos cuyas
propiedades fisicas y quimicas han sido ampliamente estudiados'®. Sin embargo, la
bisqueda de ligandos bidentados alternativos que combinan una gran variedad de enlaces
C-C, C-N, N-N, N-O u O-O para la coordinacién de boro ha rendido excelentes
resultados'. Uno de los principales objetivos en el diseno de los ligandos bidentados es
lograr modular las propiedades electronicas a través de la incorporaciéon de diversos
grupos voluminosos en este sentido, la quimica de compuestos organicos se ha

convertido en una alternativa de especies organicas.
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Figura 1. Nuevas aplicaciones de los compuestos de boro.

Respecto a las bases de Schiff son una familia bien conocida de compuestos no
s6lo en relaciéon con su actividad bioldgica, estabilizadores de polimeros y colorantes,

16-1 4
619 e ha reportado que estas moléculas

sino también a sus propiedades fisicoquimicas
desempefian un papel importante dentro de la quimica de coordinacién®, asimismo se ha
encontrado que son parte clave en el desarrollo de la quimica inorgénica, catélisis*', en la
generacion de imagenes en medicina®®, materiales opticos y peliculas delgadas23 .
Ademads, las bases de Schiff son relativamente sencillas de sintetizar y forman complejos
con la mayoria de los iones metales. En vista de esto, se han realizado extensos esfuerzos
de investigacion dirigidos a la preparacion de bases de Schiff de aminodcidos debido a
sus propiedades estructurales, magnéticas y electroquimicas asi como por su amplio
espectro de actividades bioldgicas™. Asi como al estudio de sus propiedades quimicas y
fisicas™?’. Actualmente, los complejos de bases de Schiff han recibido la atencién de

31 Esto se debe a que muchos de ellos tienen amplias

muchos grupos de investigacion
aplicaciones potenciales en muchos campos tales como catalizadores para muchas

. 2 . L, . .. 4 ..
reac<310nes3 , tratamiento de cancer33, agentes ant1bacter101das3 , agentes ant1v1rus35 y
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otras propiedades biolégicas36. Hoy en dia, la demanda de este grupo de compuestos ha
aumentado como resultado de varios nuevos materiales conductores 6pticos y orgénicos

. 7-
que pueden ser producidos por estos compuestos3 38

A principios de 1864 Hugo Josef Schiff descubrié la condensacién de aldehidos y
amina primaria, que han proporcionado el correspondiente grupo azometino™. Estos
compuestos orgdnicos presentan ventajas sintéticas tales como rendimientos elevados,
ruta sintética accesible, reacciones de poco tiempo. Los compuestos de base de Schiff
han sido de gran importancia en la quimica de coordinacion debido al par de electrones
libres en el orbital hibridado sp® del 4tomo de nitrégeno en el grupo de azometino™. En
particular, la capacidad de respuesta ha aumentado a aquellos compuestos de organoboro
derivados de bases de Schiff porque proporcionan una interesante variedad de
conformaciones estructurales moleculares y mientras que el grupo azometino retira
electrones (-C=N-) interactia con iones metalicos dando lugar a complejos de diferentes
propiedades optoelectr(’)nicas41 para varias aplicaciones42. Por otra parte los complejos
derivados de bases de Schiff de aminodcidos han adquirido importancia desde el punto de
vista inorganico debido a sus actividades fisioldgicas y farmacolégicas43'44. Ademas, los
quelatos metdlicos de bases de Schiff derivadas de aldehidos y aminodcidos tienen
alguna relacién con ligandos implicados en una variedad de procesos bioldgicos, por

. . ., . ., . ., 4
e]emplo transaminacion, racemizacion y carboxilacién 5.

Uno de los aspectos mas importante en la generacion de imdgenes es que los
compuestos a utilizar presente nula o muy baja citotoxicidad. En ese sentido se han
reportado que los derivados de boro muestran una baja o nula actividad citotdxica, sin
embargo los métodos de sintesis son largos y requieren condiciones especificas que
involucran atmésferas anhidras®. Recientemente en nuestro grupo de investigacion
hemos reportado un par de compuestos de boro mononuclear y binuclear, ambos
derivados de ligandos tridentados los cuales demostraron baja citotoxicidad lo que hace

5
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que tengan futuro para aplicaciones médicas*’. Aunado a esto, también hemos reportado
la sintesis por métodos de condensacidn eficientes de una serie de boronatos derivados de
bases de Schiff, los cuales presentaron una adecuada solubilidad en solventes polares; lo
que sugiere la posibilidad de utilizarlos en la obtencién de imégenes celulares in vitro®.
Recientemente Bolze et al. reportaron la obtencién de imédgenes de células tumorales por
microscopia de fluorescencia a partir de una serie de complejos orgdnicos de boro, donde
algunas moléculas demostraron ser solubles en agua asi como un caracteristicas
lipofﬂicas49. Cabe mencionar que el grupo de investigacion de Bolze es lider-pionero en

la aplicacion de complejos de boro en este campo.

Considerando todo lo anterior, en el presente proyecto se propone la sintesis de
siete nuevos borinatos derivados de bases de Schiff bidentadas, mediante métodos de
condensacion eficientes asi como la determinacion de sus propiedades Opticas. Estos
borinatos se han disefiado cuidando la estructura electronica del sistema m-conjugado a
través de la incorporacion de diversos sustituyentes con el fin de favorecer los efectos

electrénicos.

Para el borinato 1a se plantea introducir un sistema heterociclo (piridina) para
cambiar la forma e incrementar el tamafio total del andlogo con efectos que podrian
favorecer la interaccion de la molécula con algin organelo de la célula. Para los borinatos
2a y 3a, se utilizard como grupo fluoréforo, el 2-hidroxi-naftaldehido, el cual es una
molécula que presenta una emision que abarca la region del verde al azul, ademés con el
proposito de incrementar la absorcion hacia la membrana celular, se introducen grupos
metilos e isopropilos en las posiciones 13 y 17. Ademads, con el objetivo de favorecer la
compatibilidad en medio acuoso, para el borinato 4a se propone introducir un grupo

hidrofilico en la posicién 15 del anillo aromatico.



Capitulo 1: Introduccion

Finalmente en el caso de los borinatos 5a-7a, se tendra en la estructura molecular
dos unidades que actuardn como fluoréforos, el 2-hidroxi-naftaldehido, ademdas de un
aminoécido aromatico diferente.

Para Sa, se utilizara el tript6fano, el cual es un fluoréforo con un rendimiento
cuantico fluorescente de 0.13%, para para 6a se empleard la tirosina con un valor de
0.14% y para 7a la fenilalanina con un valor de 0.02% Con esto, se espera un incremento
del valor de rendimiento cudantico fluorescente. Asi mismo, con estas modificaciones
estructurales se busca una baja o nula citotoxicidad, ya que en el caso de los
aminoécidos, estas son moléculas bioldgicas, por lo tanto no representaran una amenaza
al ser absorbido en la célula. Finalmente con todo lo anterior descrito, se espera que estos
borinatos derivados de bases de Schiff presenten un uso potencial para la obtencién de

imagenes in vitro por fluorescencia.
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2.1 Generalidades del boro.

La estructura electrénica del dtomo de boro y su
ubicacién en la tabla periddica, permite que los
compuestos de boro se comporten como electréfilos
(4cidos de Lewis) con una geometria molecular trigonal
plana 'y un comportamiento isoelectronico a los
carbocationes. Asimismo el nucleo de boro tiene la

capacidad de formar un enlace adicional y generar un

compuesto de boro tetravalente de cardcter aniénico con comportamiento nucledfilico y

una geometria molecular tetraédrica’®, lo anterior permite modular las propiedades

quimicas-Opticas y térmicas. Por lo tanto los compuestos

de boro son considerados una

alternativa viable para el disefio, sintesis y caracterizacion de nuevos materiales

luminiscentes, ya que el comportamiento electrofilico permite la formacion de un enlace

covalente adicional (Esquema 1).

ELECTROFILO
R"
_—
(B) )
r? R

NUCLEOFILO
R"
R

\\

R R’

Esquema 1. Estructura electrénica de los compuestos de boro.

En este sentido, una gran variedad de ligantes orgénicos multidentados presenta la

posibilidad de coordinarse con 4cidos orgdnicos de boro donde el 4tomo de boro adopta

una geometria tetraédrica que permite modular las propied

ades opto-electronicas a través
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de la formacién del nuevo enlace y la inclusion de diversos sustituyentes en un sistema -

conjugado Figura 2.

R<— Estructura electronica Modulatoria

B/

<—Nucleo rigido luminiscente n-conjugado

<—— Grupos voluminosos laterales

Figura 2. Diseifio estructural de los compuestos organicos de boro tetracoordinados.
2.2 Compuestos luminiscentes de boro.

Recientes avances en la quimica de los materiales y sus aplicaciones han sido
inmensamente influenciados por el desarrollo de novedosos materiales luminiscentes.
Entre todos los fluor6foros orgénicos, los compuestos de boro representan una clase
prometedora de materiales luminiscentes. El boro, en sus diversas formas por ejemplo
triarilboranos, boratos y clister de boro, han atraido la atencién debido a sus diversas
caracteristicas Unicas y excelentes propiedades fotofisicas tales como: materiales
luminiscentes, materiales de emision laser’ 1, materiales electroluminiscentessz, materiales
para Optica no-lineal®®, materiales quimicos usados en sondas fluorescentes™,
compuestos para la obtencién de bioimagenes™, entre otros. Se han reportado varios
compuestos de organoboro tricoordinados, sintetizados por métodos de condensacidn, los
cuales presentan propiedades como emisores de luz color azul brillante, en la Figura 3 se
muestra el compuesto II con la capacidad de funcionar como OLED y materiales
transportadores de electrones™’.

Recientemente fue desarrollado un compuesto de boro (Figura 3, compuesto I) como el
primer sensor fluorescente para GHB (gamma hydroxybutyric acid) droga de la

violacion, el cual exhibe la extincion de la fluorescencia de la propiedad GHB y permite

10
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su deteccion en diversas bebidas; observando la interaccion como mecanismo de
transferencia de carga intramolecular inducida por un enlace de hidrégeno. Este
descubrimiento ayudard a resolver los problemas de asalto sexual facilitado por drogas57.
El compuesto 4,4-difluoro-4-borata-3a, 4a-diaza-s-indaceno, abreviado como BODIPY
(Figura 3, compuesto III), es un fluoréforo que estd atrayendo cada vez mds la atencién
en bioaplicaciones debido a sus excepcionales propiedades fotofisicas tales como su
excelente estabilidad, grandes coeficientes de absorcion molar y espectro de
fluorescencia con alto rendimiento cudntico™. Por ejemplo, las sondas fluorescentes
activadas por el pH incluyendo un BODIPY se han desarrollado recientemente para la
deteccidon de cdnceres y monitorizacion de la terapia en tiempo real. Sin embargo, la
propiedad Optica indeseable de la mayoria de los compuestos BODIPY, con absorcién y
emision situado debajo 600 nm, sigue siendo una de las graves limitaciones para sus

. . .z I 59
aplicaciones en obtencion de bioimagenes™ .

Bioimagenes
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Figura 3. Posibles aplicaciones de los compuestos de organoboro.
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2.3 Bioimagenes.

La luminiscencia en bioimagenes ofrece un enfoque Unico para la visualizacién
de detalles morfoldgicos de tejidos y se ha convertido en una herramienta poderosa para
la manipulacidn y la investigacién de microespecies de las células vivas. En bioimédgenes
sondas luminiscentes se utilizan para etiquetar una molécula de interés y que preste
sefales luminiscentes, dentro de las cuales podemos encontrar proteinas luminiscentes®,
nanocristales semiconductores®’, colorantes orgénicos62, complejos metalicos® entre
otras particulas que han sido sintetizadas; el disefio de los sistemas luminiscentes es
crucial para la investigacion en la deteccion de enfermedades. Otra drea importante son
las bioimégenes in-vitro ya que podemos encontrar numerosas aplicaciones tales como

.. ., e . 64
seguimiento celular, imdgenes de tumores y dirigirlos a terapla6 .

Los complejos organometélicos mds usados comunmente como fluoréforos en
aplicaciones para la obtencién de bioimagenes son basados en complejos d® de iridio (III)
o renio (I), muy pocos complejos de rodio, d'® oro (I) y d® platino (ID®. También
podemos encontrar nuevos avances en la organometdlica ya que se han reportado
compuestos de boro luminiscentes con potenciales aplicaciones en obtencion de

bioimagenes.

Para utilizar un material como fluor6foro para generar bioimédgenes deben
presentar las siguientes caracteristicas: habilidad de entrar a la célula, localizarse en
ciertos compartimentos, ser biocompatible, no téxico, estable en medio bioldgico, debe
ser excitado y emitir, debe haber diferencia entre la longitud de onda que absorbe y que
emite, ser resistente a la destruccion de agentes, tener elevado rendimiento cudntico
luminiscente, mostrar alta selectividad, excelente sensibilidad y la respuesta rdpida en

detectar el analito en muestras bioldgicas”.

12



Capitulo 2: Antecedentes

2.4 Compuestos luminiscentes de boro aplicados para la obtencién de imagenes.

En el 2014, Hong Yan, et al. reportaron la sintesis del compuesto de boro IV
(Figura 4), el cual presenté una banda de emisidon en la regién azul. Ademds, este
compuesto demostrd poseer una baja citotoxicidad frente a células de cancer de higado
HepG2 a 20 pM, lo cual es benéfico para la formacion de imagenes en vivo de células
prolongado. La microscopia de imagen por fluorescencia confirmé que IV se internaliza
en la célula en lugar de simplemente pasar la membrana (Esquema 2)%®. Asimismo, en
2011 Nicoud et al, reportaron los compuesto de boro V y VI (Figura 5) para la obtencién
de imégenes de células cancerigenas. Las imdgenes de microscopia de l4ser confocal en
células de cancer cervical (HeLa), evidenciaron una internalizacién muy rdpida (5
minutos) a una concentracion de 10 pM con rendimientos cudnticos del 59 al 69%

(Esquema 3)67.

» N
YA

Abs =403 nm Em=476 nm @ =33%
Figura 4. Compuesto Carborano Esquema 2. Imagen de microscopia
Iv. por fluorescencia para I'V HepG2 a 20mM.
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O(H,CH,CO); Me

H
NPh, O \ O _ O \ O(H,CH,CO); Me O \ O O
H i B O(H,CH,CO); Mé \
v noec VI
Abs =360 nm Em=438 nm ®p=69%

Abs=395nm Em=496 nm Op=58%

Figura 5. Compuestos Carborano V y VI.

Esquema 3. Imagen de microscopia por fluorescencia de células HepG2 a 20 uM. V

(Izquierda) y VI (Derecha).

Otro tipo de materiales luminiscentes de boro que han recibido gran atencién en
la dltima década, es la 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (BODIPY por sus
siglas en ingles), ya que es un fluor6foro que presentan elevada estabilidad, grandes
coeficientes de extincion molar, valores altos de rendimientos cudanticos, bandas de
emision estrecha y tiempos de vida de fluorescencia relativamente grandes68. Por
ejemplo, Feng et al. reportaron la preparaciéon del andlogo VII (Figura 6), el cual
presentd propiedades luminiscentes y demostro la capacidad de generar imagenes celular
en células de cancer de mama (SKBR-3) a una concentracion de 5 pg/mL con bandas de
emisiéon en la regién rojo. Ademds, el estudio de viabilidad metabdlica revelé baja

citotoxicidad (Esquema 4)%.

14
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Por su parte, Hui Chong et al., demostraron que el andlogo VIII (figura 7) es
capaz penetrar rdpidamente la membrana celular y localizarse en la mitocondria de
células HeLLa a una concentracion de 20 uM (Esquema 5)"°. Sin embargo, los valores de
absorcién y emisién situados por debajo de 600 nm, son una limitante para sus
aplicaciones en la obtencién de imdgenes. Recientemente, se ha reportado el uso del
compuesto de boro IX (Figura 8), como un sensibilizador en la terapia fotodindmica de
captura de electrones (BNCT por sus siglas en ingles). (Esquema 6)’'. Ademds de las
interesantes propiedades que los compuestos de boro presentan para la obtenciéon de
imégenes por fluorescencia. Los compuestos de boro son candidatos idoneos para el

desarrollo de sondas moleculares fluorescentes.

Abs=511nm Em=530nm & =48.9%

Figura 6. Compuesto BODIPY Esquema 4. Imagen de microscopia
VIL por fluorescencia de células

SKBR-3 a 5 pug/mL.
r3-
S (CH,)¢PPh;Br

Abs =528 nm Em=638 nm ®@p=2.0%

BrPhyP(H,C)g

Figura 7. Compuesto BODIPY Esquema S. Imagen de microscopia
VIII. por fluorescencia de células HelLa
a una concentracion de 20 uM.
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R'= O(CH,CH,0);CH;

IX
Abs =680 nm Em= 726 nm

Figura 8. Compuesto BODIPY Esquema 6. Imagen de microscopia

IX. por fluorescencia de células K562.

En el 2016 Yang, et al. sintetizaron un nuevo colorante fluorescente asimétrico de
la clase 4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno (BODIPY) X, varios tipos de células
vivas incluyendo la linea celular HeLLa de cédncer cervical, la linea celular U251, las
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y las células de la pulpa
dental humana (HDPC), se trataron con el BODIPY X en agua (que contenia 0,1% de
DMSO) Figura 9, Esquema 7. Los experimentos de imdgenes de células mostraron
células de HeLa tefiidas, se puede observar luz brillante en la region roja en las células
vivas demostraron su posible aplicacion como una sonda en bioorganismos debido a su
excelente contraste de imagen, su gran cambio de desplazamiento Stokes, alta

fotoestabilidad y baja citotoxicidad’>.

Por su parte Montoya, et al. reportaron la sintesis de complejos de boro
tetracoordinados basados en ligandos 7-(azaheteroaril)indol. El andlogo XI se estudié en
experimentos de bioimagen (Figura 10, Esquema 8), el cual se impregno bien en las
células de cancer de mama humano MCF7 (tiempo de absorcién <2h), mostraron una
baja citotoxicidad. La tincién celular se estudi6 mediante microscopia confocal a

diferentes longitudes de onda de excitacién’.

16
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Abs =587 nm Em= 639 nm

Figura 9. Compuesto BODIPY X. Esquema 7. Imagen de microscopia
por fluorescencia de células HelLa a

una concentracion de 1 uM.

S
L
) N
Ph/B\ X
Ph

XI
Abs =440 nm Em= 527 nm

Figura 10. Compuesto XI. Esquema 8. Imagen de microscopia
por fluorescencia de células cdncer

de mama humano MCF7.

Dos compuestos interesantes fueron los reportados por Santos, et al. los cuales
son derivados de bases de Schiff coordinados con derivados de acidos borénico XII y
XIII con propiedades estructurales y fotofisicas adecuadas para la aplicaciéon en
bioimagenes en células vivas. Con este objeto se realiz6 la tincién en células Hela
(Figura 11, Esquema 9). Bajo las condiciones experimentales elegidas, la viabilidad de
las células HelLa fue alta ambos compuestos fueron facilmente internalizados vy
acumulados en las estructuras intracelulares de tamafios variables y la distribucién

celular. También se demostrd que estos compuestos tifien selectivamente gotitas lipidicas
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en células HeLa, sin inducir ninguna citotoxicidad apreciable o etiquetado de la

L. .. . , . e, 74
membrana plasmatica competitiva; esto confirmé su potencial tincion fluorescente .

q i NO,
N
oo oo
Bl B
/j\l 07 1°0” SO0 /j 0710”7 Yo

H
XII XIII

Abs =471 nm Em= 540 nm Abs =488 nm Em= 632 nm

Figura 11. Compuestos XI y XIII.

X1

Esquema 9. Imagenes confocales de microscopia de fluorescencia de células HeLa, a

XIII

una concentracion de 2,5 pg/mL.

Vale la pena mencionar que recientemente en el 2017, en nuestro grupo de
investigacion se reporté un compuesto de boro mononuclear y uno binuclear derivado de

ligandos tridentados (Figura 12, Esquema 10), ambos compuestos de organoboron
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fluorescentes (XIV-XV) han demostrado una baja citotoxicidad, lo cual es bueno para
aplicaciones médicas potenciales, pero tiene una baja capacidad para tefiir células debido
a que el rendimiento cudntico estd por debajo del 1% debido a que el dtomo de boro esta
fuera del plano del ligando*’. Con el fin de mejorar la capacidad de tincién de las células,
hemos disefiado nuevos compuestos fluorescentes organoboro, donde el sistema m de
deslocalizacién se incrementé por el grupo de naftilo y la fotoestabilidad también se

increment6 por la adicién de voluminosos grupos.

tBu
tBu
\
tBu B 5 gy
u ~
EtBu ~0 tBu
\
tBu O— ?
« 0 tBu tB 0)
Ph B ™~ —O0 tBu
NS
tBu B
XIV XV tBu
Abs =447 nm Em= 387 nm Abs =461 nm Em= 523 nm

Figura 12. Compuestos de boro mononuclear y binuclear XI y XIII respectivamente.

XIV XV

Esquema 10. Imdgenes confocales de microscopia de fluorescencia de células melanoma

B16F10, a una concentracion de 10 pg/mL.
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Considerando lo anterior, en el presente proyecto se propone la sintesis de siete
nuevos borinatos derivados de bases de Schiff bidentadas, mediante métodos de
condensacion eficientes asi como la determinacién de sus propiedades Opticas. Asi
mismo se plantea el uso de estos materiales para la obtenciones de imdgenes por
fluorescencia y la determinacién de su actividad citotéxica in vitro. Cabe mencionar que

las imagenes por fluorescencia serdn obtenidas por microscopia confocal.
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3.1 Hipétesis
El disefio de los nuevos borinatos permite obtener moléculas capaces de penetrar

la membrana celular y generar imagenes por fluorescencia.
3.2 Objetivo general

Disenar y sintetizar nuevos borinatos con potencial aplicacién para la obtencion

de imagenes por fluorescencia.

UaVe W
N N
v Y

/
N
NN B\
N N
OH O\
N B\
N N
OH O\
N\ B\
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\
N-—<: :>—OH
OH

O )
N
OH O
HO
HO

Ua
N

OH (6]
HO

Ua
N

OH O
HO

23



Capitulo 3: Hipétesis y objetivos

3.3 Objetivos particulares

B

Realizar la sintesis quimica de los borinatos 1a-7a a partir de una reaccién de

condensacion de los correspondientes ligantes bidentados (1-7).

B

Caracterizar los borinatos por métodos espectroscépicos como RMN ('H, Be,

11 . . . ., . .,
B), UV-Vis, IR, fluorescencia, espectrometria de masas de alta resolucién y difracciéon

de rayos X de monocristal.

B

B

Evaluar la actividad citotoxica de los borinatos.

Obtener las imagenes por fluorescencia en células de melanoma murino.

24



Capitulo 4: Metodologia general

CAPITULO 4
METODOLOGIA GENERAL

25



Capitulo 4: Metodologia general

4.1 Metodologia experimental.
4.1.1 Sintesis de los ligandos 1-7.

La sintesis de las bases de Schiff bidentadas 1-7 (Esquema 11 y 12) se llevaron a
cabo mediante una reacciéon de condensacion entre el 2-hidroxi-naftalenaldehido y la
correspondiente amina primaria para 1-3, el aminofenol para 4 y los correspondientes
aminodcidos 5-7, se utilizé como solvente CH3CN para los ligandos 1-3 y MeOH para
los ligandos 4-7 se puso a reflujo por 48 horas utilizando una trampa Dean-Stark para
capturar el agua que se genera durante la sintesis, una vez pasado el tiempo de reaccion la
solucion se enfrid hasta temperatura ambiente y posteriormente se concentrd la solucién
bajo presion, el sélido obtenido se lavé con exceso de hexano, todos los productos

obtenidos fueron s6lidos amarillos con un rendimiento quimico del 78-90%.

s

2

Reflujo, 48 hrs
H,N CH;CN
-H,0
H,N
O Reflujo, 48 hrs O Reflujo, 48 hrs O
CH,CN O 0O CH;CN
O 3 -H,0 H -H,0 O \

- :
OoH = \.\ OH OH
1 3
Reflujo, 48 hrs HZNOOH
MeOH
-H,0

OH N OOH
4
Esquema 11. Ruta de sintesis de los ligandos 1-4.
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HO
HN

H,N
H,N o o

HO HO HO
O HN Reflujo, 48 hrs O Reflujo, 48 hrs O
= MeOH O O MeOH
O 3y -H,0 H -H,0 O N\

OH 0 OH OH 0

Reflujo, 48 hrs
MeOH H,N

0
-H,0 HO
Q)
N
OH 0
HO
7

Esquema 12. Ruta de sintesis de los ligandos derivados de aminodcidos S-7.

En la esquema 13 se muestra el mecanismo de reaccién propuesto para los
ligandos el cual comienza con la adicién nucleofilica de la amina primaria al grupo
carbonilo del 2-hidroxi-1-naftalenaldehido. El ataque de la amina, seguido de la
protonacion del atomo de oxigeno (y de la desprotonacién del dtomo de nitrégeno), da
lugar a un intermediario estable denominado carbinolamina. La carbinolamina se
transforma en una imina mediante la pérdida de agua y la formacién de un doble enlace:
deshidratacién. La prolongaciéon del grupo hidroxilo lo transforma en un buen grupo
saliente (H,O). El catién resultante estd estabilizado por una estructura de resonancia
con todos los octetos completos y con la carga positiva localizada en el nitrogeno. La

pérdida de un protén da lugar a la amina, en la cual por efecto de resonancia existe una
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transferencia del proton de la amina secundaria y el grupo carbonilo, obteniendo asi una

especie en equilibrio.

Una vez sintetizados y caracterizados los ligandos 1-7 se continu6 con la sintesis de los

correspondientes borinatos 1a-7a.

Paso 1: La amina se adicina al carbonilo. Paso 2: Protonacion y desprotonacion.

O ’O.. . O s +
<II> //’\\\ ~ o 10
OVl me o
H .o \ ~
R-NH, R—:Jr}
I
OH (

OH

Ataque nucleofilico H,0
Transferencia rapida de proton

Paso 4: Pérdida de agua Paso 3: Protonacion del hidroxilo

W W, O
. [ A— \+/ . $ O
o+ ¢ C-H |~— CZH
= R-N-H \ \
N\ R-N-H R-N-H
OH OH OH

Mayoritario Minoritario Protonada

Paso 5: Desprotonacion

OH
Imina

Esquema 13. Mecanismo de reaccién propuesto para los ligantes 1-7.
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4.1.2 Sintesis de los borinatos 1a-7a.

Los borinatos 1a-7a (Esquema 14 y 15) fueron preparados mediante una reaccion
de condensacién entre el 4cido difenil borinico preparado in situ y el correspondiente
ligando. Se utilizé6 como disolvente CH3CN paro los borinatos 1a-4a y MeOH para los
borinatos derivados de aminoacidos Sa-7a, en todos los casos se mantuvo a reflujo por
48 horas utilizando una trampa Dean-Stark para capturar el agua que se genera durante la
sintesis, transcurrido este tiempo se enfrid y se concentro la solucion y el s6lido obtenido

se lavo con exceso de hexano. Los productos obtenidos fueron s6lidos amarillos.
U
N
0 s
B
T h

2a
Reflujo, 48 hrs

Ph,BOH CH;CN
-H,0

Ph,BOH O Ph,BOH
O Reflujo, 48 hrs Reflujo, 48 hrs O

Orve S8 Qa2 Ok
g /N@ -H,0 - N-R -H,0 5 /N
N
B B
Ty D
1a Reflujo, 48 hrs 3a
CH,CN Ph,BOH

-H,0

oS
O

‘w
7
\Z/

4a

Esquema 14. Ruta de sintesis de los borinatos 1a-4a.
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Ph,BOH O Ph,BOH HO
O HN Reflujo, 48 hrs Reflujo, 48 hrs O
O = MeOH O . MeOH O
N\ T — _ N\
: N -H,0 o N-R -H,0 ' /N
0o 0
B( HO B HO

Reflujo, 48 hrs | Ph,BOH
Sa MeOH 6a
-H,0

Ta

Esquema 15. Ruta de sintesis de los borinatos derivados de aminoacidos Sa-7a.

En el esquema 16 se muestra el mecanismo de reaccién propuesto para los
borinatos 1a-7a donde el par de electrones del nitrégeno que estd més desprotegido de la
molécula, hace que ocurra el primer cambio en los borinatos mediante la formacion del
enlace de coordinacion N—B. Posteriormente el dtomo de oxigeno cede su par de

electrones al boro y al mismo tiempo elimina una molécula de H>O.

-H,0
\ _ = \ —_ \
N-R N-R N-R

0\ el oy
HHO—B;\ ‘ )\ e \\‘B\

Esquema 16. Mecanismo de reaccién propuesto para la formacion de los borinatos 1a-

Ta.
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4.2 Disposicion de residuos.
Los residuos peligrosos generados durante el desarrollo experimental del proyecto
serdn dispuestos de acuerdo al plan de gestion integral de residuos peligrosos

establecidos en la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Disposicion de los residuos generados.

Residuo Tipo Disposicion

Acetonitrilo

THF

Eter etilico

Hexano Solventes orgdnicos Contenedor B

Mezclas de compuestos

organicos

Diclorometano Solventes organicos Contenedor C
Halogenados

Aminas Aminas Contenedor C

Placas impregnadas Basura Industrial Contenedor I

con gel de silice

Sales inorganicas Sales Contenedor C
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5.1 Sintesis.

Las sintesis de los ligandos 1-7 (Esquema 17) se llevaron a cabo a partir de una
reaccion de condensacion entre el 2-hidroxinaftaldehido y la correspondiente anilina para
(1-3) el aminofenol para 4 y el correspondiente aminoacido para (5-7) en CH3;CN o
MeOH por 48hrs. Las bases de Schiff fueron obtenidas con buenos rendimientos

quimicos que van del 78 al 90%.

OH R
1: R, =R,=H, R;=H E=N
2:R; =R, =CHj, R;=H E=H
3:R,=R,=CH(CH;),, R=H E=H
4:R,=R,=H, R;=OH E=-H

7 8

O Reflujo, 48 hrs 6 O ’
0 R MeOH T\, |
+ H,N —  » 4 N\ 145R
H 0 -H,0 N&i

oH HO 3 20H 13=0

6:R, = H2COOH
7: R, —H2C©

Esquema 17. Ruta de sintesis de los ligandos (1-7).
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Posteriormente se obtuvieron los correspondientes borinatos 1a-7a (Esquema
18) los cuales fueron preparados a partir de una reaccién de condensacion entre el dcido
difenilborénico (sintetizado in situ) y el correspondiente ligando (1-7) se mantuvieron a
reflujo utilizando como solvente CH3CN o metanol, por 48 h. Los productos fueron
obtenidos como solidos amorfos de color amarillo, después de concentrar la solucién, los
productos fueron precipitados con hexano y posteriormente filtrados. Los ligandos 1-4
fueron solubles en diversos solventes orgdnicos como cloroformo, diclorometano,
acetonitrilo, acetona, etcétera, mientras que 5-7 solo fueron solubles en metanol (MeOH)

y Dimetil sulf6xido (DMSO).

O R, Reflujo, 48 hrs
5
N—( )R + Ph,BOH _
_ E -H,0

OH
Rl

la:R, =R, =H, R;=H E=N
2a: R, =R, =CH;, Ry=H E=H
3a:R, =R, =CH(CH;),, Ry=H E=H
4a:R; =R, =H, Ry=0OH E=H

O Reflujo, 48 hrs 6 9
MeOH 5 .
O \ R, + Ph,BOH —_— 4 N\ 149K
N -H,0 N‘;Q
1

OH o) 300
HO B HO

6a: R, :HZC—QOH
7a: R, 4—12C‘®

Esquema 18. Ruta de sintesis de los borinatos (1a-7a).
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Todos los borinatos 1a-7a y sus correspondientes ligandos 1-7, fueron
caracterizados por métodos espectroscopicos como RMN (lH, 13C, “B), UV-Vis, IR,
fluorescencia, espectrometria de masas de alta resolucion y para el ligando 2 y los
borinatos 3a y 5a se obtuvieron cristales adecuados para su caracterizacion por difraccion

de rayos X de monocristal.
5.2 Caracterizacion espectroscopica de los ligandos 1-7.

Los datos obtenidos de los ligando 1-7 de los espectros de RMN de 'H y Be, se
resumen en las Tablas 2 y 3. Los espectros de RMN de 'H confirmo la formacién de la
base de Schiff ya que se observa una sefial simple a alta frecuencia correspondiente al H-
11 en un intervalo de desplazamiento quimico (d) de 8.98 a 9.61 ppm seiial tipica de un
protén iminico. La presencia de una sefial simple aguda en alta frecuencia (14.93-16.08
ppm) fue asignada para el protén OH fendlico, estas sefiales son observadas en valores de

alto 6 debido a que el oxigeno es un dtomo altamente electronegativo.

Tabla 2. Principales datos espectroscépicos de RMN de 'H, PC (ppm) e IR (cm™) de los
ligandos 1-4.

Comp. 'H Bc IR

H-11 C-2 C-11 C-12 C-13/C-17 C-15 C=N

1 9.42 166.20 158.70 143.70 127.80/142.90 147.76  1623.6
2 9.14 168.00 161.30 145.80 129.70 121.61 1622.0
3 8.98 166.30  160.60  142.90 139.20 125.21 1623.0
4 9.60 169.42  154.28 157.09 128.33 207.01 1623.0
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Debido a la complejidad de las estructuras y para una asignacion inequivoca se
realizaron experimentos de 2D COSY (Correlacién homonuclear (lH/ 1H)) el cual muestra
la correlacién entre 'H, "H. A manera de ejemplo en las figuras 13 y 14 se muestra el
espectro de RMN de 'H y COSY para el ligando 1. La Tabla 2. Muestra los principales
datos espectroscopicos de RMN: 'H, "*C (ppm) e IR (cm™) de los ligandos 1-4.

—14.94
—9.43

< N
v—!v—(
@ ©
N

T T T T T T T T T
86 84 82 80 78 76 74 72 70
f1 (ppm)

JL . A JL)NJ Wk L

T T T T
15.5 14.5 13.5 12,5 115 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de RMN 'H y ampliacién de la parte aromética (400 MHz) del
ligando 1 en CDCls.
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Figura 14. Espectro de correlacién homonuclear 'H-"H del ligando 1 en CDCl; a

400MHz.

Un aspecto interesante que se observa para el ligando S derivado del aminoacido
fue que el espectro de RMN de 'H no mostro la sefial simple a alta frecuencia
correspondiente al proton del grupo carboxilo, probablemente esto se deba al efecto del
réapido intercambio entre el grupo carboxilo y las moléculas de agua presentes en el
solvente deuterado (CD3),SO). El proton del grupo azometino se presenta como una
sefal simple caracteristica, que aparece en un rango de 8.76 a 8.88 ppm. En el ligando
sustituido por el triptéfano S, los protones del anillo de cinco miembros de grupo indol

dan lugar a sefales parcialmente solapadas con las sefiales de los protones arométicos del
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grupo naftilo. En el caso del ligando derivado de la tirosina 6 en la regién aromética se
muestran los cuatro protones del grupo fenol y los seis protones del grupo naftilo;
mientras que para el ligando derivado de fenilalanina 7 la integral de la regién aromatica
corresponde a once protones; cinco protones del anillo benceno y seis protones del
naftilo. El espectro de "H mostro para los borinatos 5-7 tres conjuntos de sefiales dobles
de dobles en la region alifdtica en un intervalo de 3.07-4.73 ppm, sefales asignadas al
sistema quiral del correspondiente aminodcido protones etiquetados como H-12, H-14a y
H-14b, lo cual nos confirma la estructura quimica sugerida de los ligandos investigados.
A manera de ejemplo la figura 15 muestra el espectro de RMN de 'H para el

ligando 5.

8.83

—14.16
©

7.8 7.6
f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN 'H del ligando 5 en (CD3),SO) a 400 MHz.
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Tabla 3. Principales datos espectroscépicos de RMN de 'H, °C (ppm) y espectroscopia

de masas de alta resolucion (MSHR-TOF) de los ligandos derivados de aminoacidos 5-7.

Comp. 'H Bc MSHR
H-11 C-2 C-11 C-12 C-14 C-18 (TOF)

5 8.76 172.62 15895 6438 2990  119.07  359.139

6 8.84 172.20 159.46 6577  31.15  137.50  336.123

7 8.88 172.18 159.94 6574 3946 13693  320.128

Con respecto al espectro de RMN de "°C para los ligandos 1-7 se aprecia una
sefial a un & de 158.70-161.32 ppm correspondiente al C-11 sefal caracteristica de las
bases de Schiff, esta sefial nos confirma la formacién del enlace C=N, a frecuencias altas
se observa la sefial correspondiente al C2-OH en un rango de 166.20-172.62 ppm, en la
region aromdtica se observan las sefiales correspondientes a los carbonos arométicos
presentes en la estructura, los cuales fueron dificiles de asignar, es por ello que se optd
por analizar conjuntamente las sefales en un espectro de 2D, el espectro de HSQC
(Correlacion heteronuclear cuéntica simple) mostro la correlacion heteronuclear Bc, 'H

de esta manera garantizamos la asignacién inequivoca para cada ligando.

En las figuras 16 y 17 se muestra el espectro de RMN de °C y HSQC para el

ligando 1 respectivamente.
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Figura 16. Espectro de RMN "°C del ligando 1 en CDClsa 400 MHz.
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Figura 17. Espectro de HSQC del ligando 1 en CDCl3a 400 MHz.
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El espectro de masas de alta resolucion (MSHR-TOF) de los ligandos 1-7
evidencio la estabilidad de las bases de Schiff ya que solo se observa una pequefia
pérdida en los espectros. Es importante mencionar que el pico base pertenece al i6n
molecular, se obtuvieron valores de 264.1010 m/z, 359.1390 m/z, 336.1233 m/z y
320.1284 m/z para los ligandos 4-7 correspondientemente, ademds de que este valor es
semejante a la masa molecular tedrica calculada. En las figuras 18 y 19 se muestra el

espectro de masas de alta resolucion del ligando 4 y 7 respectivamente.

1.10ef -~

_____ /J AN
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10026 \
\
08085 | \
g i \
8.00e5 ~ —
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20085
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50084 |
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Figura 18. Espectroscopia de masas de alta resolucién del ligando 4.
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Figura 19. Espectroscopia de masas de alta resolucién del ligando 7.

5.3 Caracterizacion espectroscopica de los borinatos 1a-7a.

Una vez sintetizados y caracterizados los ligandos 1-7 se sigui6 a la sintesis y
caracterizacion de sus correspondientes borinatos la-7a. Uno de los aspectos mds
importantes que confirma la existencia del enlace de coordinacion N—B, es el espectro
de RMN de ''B, ya que en la literatura esta descrito que un &4tomo de boro
tetracoordinado tiene valores de desplazamiento quimico que van de 5.50 a 7.50 ppm

esto si la muestra esta disuelta en CDCl; sin embargo si estd en presencia de otro
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solvente deuterado cambia el desplazamiento quimico debido a las interacciones que se

tiene entre el solvente y la muestra.

Para los borinatos 1a-3a se observé esta sefal en un rango de 4.42 a 7.38 ppm
en presencia de CDCls, mientras que para el borinato 4a se observé a 8.89 ppm muestra
disuelta en (CD3),CQO)), sin embargo para los borinatos Sa-7a esta sefial se observd en un
intervalo de 22.53 a 26.25 ppm, en presencia de (CD3),SO, en la figura 20 se muestra el
espectro de RMN de B para el borinato 4a y en las tablas 4 y 5 resumen los datos mas
relevantes de RMN de los borinatos 1a-7a. Otra caracteristica que nos indica que se llevé
a cabo el enlace de coordinacion N—B fue evidenciado por el espectro de RMN de 'H ya
que se observa que el protén iminico (H-11) tiene un cambio de o a baja frecuencia entre
8.64-9.33 ppm con respecto a su correspondiente ligando (8.83-9.60 ppm) debido a que
el a&tomo de nitrégeno le estd cediendo densidad electrénica al &tomo de boro por lo tanto
se ve afectado electrénicamente el protén imino y por lo tanto lo desplaza a una menor
frecuencia, este espectro también nos confirmé el nuevo enlace covalente O-B ya que se

observa la ausencia de una sefial simple a alta frecuencia la cual pertenecia al C2-OH.
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Figura 20. Espectro de RMN B del borinato 4a en (CD3),CO a 400 MHz.

A manera de ejemplo las figuras 21 y 22 se muestra el espectro de RMN de 'H
del borinato 1la y 7a respectivamente, en la tabla 6 se compraran los principales

desplazamientos de frecuencia de los ligandos y sus correspondientes borinatos.
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Tabla 4. Principales datos espectroscépicos de RMN de 'H, °C, "B (ppm), IR (cm™) y

espectroscopia de masas de alta resolucion (HRMS-TOF) de los borinatos 1a-4a.

Comp. 'H Bc "B IR HRMS

H-11 C-2 C-11 C-12 C-13 C-15 C= (TOF)

la 8.86 16490 157.70 14490 124.60 148.82 7.38 1623 413.182

2a 8.64 16370 159.80 144.00 12790 120.72 4.76 1623 440.218

3a 890 16320 161.00 14430 135.10 12731 442 1623 496.28

4a 9.37 164.01 15695 138.67 121.00 158.03 8.89 1627  428.181

Tabla 5. Principales datos espectroscépicos de RMN de 'H, C, "B (ppm) y
espectroscopia de masas de alta resolucion (HMRS-TOF) de los borinatos derivados de

aminoacidos 5a-7a.

Comp. 'H Bc "B HRMS

H-11 C-2 C-11 C-12 C-14 C-18 (TOF)

Sa 9.06 163.13 160.33 64.20 31.14 120.17 22.80 523.218
6a 9.18 171.64 160.48 65.50 31.13 157.04 2253 500.202
7a 9.33 163.29 160.63 65.36 38.14 136.58 26.25 484.207
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Figura 21. Espectro de RMN 'H del borinato 1a en CDCl; a 400 MHz.

Tabla 6. Principales desplazamientos de frecuencia de RMN de 'H, "°C (ppm) de los

ligandos 1-7 y sus correspondientes borinatos 1a-7a.

Ligando 'H Bc Borinato 'H Bc
H-11 C-11 H-11 C-11

1 9.42 158.70 1a 8.86 157.70

2 9.14 161.30 2a 8.64 159.80

3 8.98 160.60 3a 8.90 161.00

4 9.60 154.28 4a 9.37 156.95

5 8.83 159.11 5a 9.06 160.33

6 8.84 172.20 6a 9.18 160.48

7 8.84 172.30 7a 9.33 160.63
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Figura 22. Espectro de RMN 'H del borinato 7a en (CD3),S0) a 400 MHz.

En el espectro de RMN de ]3C, la sefial de C-11 fue desplazada a alta frecuencia
entre 157.7-161.0 ppm con respecto a su ligando (158.7-161.3 ppm) debido a la
coordinacién del dtomo de boro, en la figura 23 se muestra el espectro de RMN de "°C

para el borinato 1a.
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Figura 23. Espectro de RMN "°C del borinato 1a en CDCl3 a 300 MHz.

Por otra parte, se realiz6 el andlisis por espectroscopia de IR en estado sélido, el
espectro mostro que las bandas de vibracion de estiramiento atribuidas al enlace imina
(C=N) de los borinatos 1a-7a se desplazan a nimeros de onda inferiores en comparacién
con sus ligandos 1-7, mostrando una disminucién en la fuerza del enlace imino a medida
que se forma el nuevo enlace dativo, en la figura 24 se muestra el espectro de IR para el

borinato 4a.
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Figura 24. Espectroscopia de IR para el borinato 4a.

La espectrometria de masas de alta resolucion (HMRS-TOF) para todos los
borinatos 1a-7a, confirm¢ la existencia del ion molecular el cual corresponde a la masa
molecular calculada para cada uno de los borinatos. A manera de ejemplo el espectro
para el compuesto 1a mostro una pérdida de masa que corresponde a el dcido difenil
borénico mientras que para 2a y 3a mostro la pérdida en masa del grupo fenilo enlazado
al 4&tomo de boro, en lo que respecta al compuesto 4a mostro la pérdida de masa inicial
correspondiente a un fragmento del grupo fenilo. Para el borinato la el pico base
corresponde a su ion molecular, por otra parte el compuesto 2a tiene un pico base
correspondiente al ion molecular de su ligando 2, mientras que para 3a el pico base es

atribuido al grupo naftilo, por ultimo el compuesto 4a tiene un ion molecular
49



Capitulo 5: Resultados y discusion

correspondiente a un fragmento de la estructura en los Esquemas 19 y 20 se muestra el

patrén de fragmentacion de los borinatos 1a-4a.
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OH \ N
m/z (%)
1:249.10 234

T'CleloB

—
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OH
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Esquema 19. Propuesta de fragmentacion para los borinatos 1a-3a.
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Esquema 20. Propuesta de fragmentacion para los borinatos 4a.

Para los borinatos derivados de aminodcidos Sa-7a el andlisis de masas de alta
resolucién, mostré una pérdida de masa inicial que corresponde al grupo fenilo enlazado
al 4tomo de boro, esta fragmentaciéon da como resultado un ion molecular estable, sin
embargo para el compuesto 7a el ion molecular corresponde al pico base. En el Esquema
21 se muestra el patrén de fragmentacion de los borinatos derivados de aminodcidos Sa-

Ta.
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Esquema 21. Propuesta de fragmentacion para los borinatos derivados de aminodcidos

Sa-7a.
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5.4 Analisis de difraccion de Rayos-X en monocristal.

Las estructuras moleculares correspondientes al ligando 2 y a los borinatos 1a y
Sa se pueden observar en las figuras 25, 26 y 27 respectivamente. Las distancias de
enlace, dngulos y dngulos de torsién mds importantes se resumen en la tabla 7. El
ligando 2 pertenece al grupo espacial monoclinico P2, mientras que los borinatos 1a y Sa
pertenecen al grupo espacial monoclinico P2,/c y P 2,/n respectivamente (Tabla 8). La
estructura cristalina de los borinatos 1a y Sa muestran que la molécula contiene un 4tomo
de boro tetracoordinado y la formacion de un esqueleto con tres anillos fusionados, las
estructuras muestran un enlace de coordinacion N—B con una longitud de enlace de
1.632(1) A para 1la y 1.631 (1) A para Sa. El dtomo de boro adopta una geometria
tetraédrica tipica y usando la ecuacién de Hopfl, el &tomo de boro tiene un enlace fuerte
dativo del dtomo de nitrégeno corroborado por el caricter tetrahedral de 99.61% vy
94.35% respectivamente75. La longitud de enlace B-O es de 1.505(1) A para la y
1.495(1) A para Sa, longitud de enlace caracteristico para este tipo de complejos de
organoboro previamente reportado76. La longitud de enlace C=N para el ligando 2 es de
1.2864 A, lo que sugiere que esté en la forma ceto mientras que los borinatos 1a y 5a estd
mas cerca de los enlaces simples con una longitud de enlace de 1,310(2) A y 1.299(2) A
respectivamente, debido a la formacién de un nuevo enlace B-O. Los borinato 1a y Sa el
enlace C=N muestra una configuracion E con respecto al grupo naftaldehido debido al
impedimento estérico de los grupos fenilo unidos al &tomo de boro. Se puede ver que el
borinato 1a muestra interacciones intermoleculares entre los protones del anillo de
piridina con el par de electrones de nitrégeno con el heterodtomo adyacente. A través de
la interaccion intermolecular con los enlaces de hidrégeno, [C-H(13)---n-sistema (N-2)
2.5912 A] se observa una cadena infinita figura 28. Mientras que el borinato 5a muestra
interacciones intermoleculares entre el protén del grupo hidroxi del dcido carboxilico con

un par de electrones del oxigeno. A través de la interaccién intermolecular con los
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enlaces de hidrégeno, [O(2)-H(27)---n-sistema (O-1) 2.693 Al figura 29. Estos borinatos
tienen una estructura plana, que se deduce de los dngulos diedros (55,95° y 67.01°
respectivamente) entre los anillos aromaticos presentes en las moléculas. Esto revela que
el atomo de boro estd fuera del plano del ligando. Un aspecto relevante de la estructura
la y 5a es la desviacion (0) del 4tomo de boro del plano del ligando que tiene un valor de
0.336 A y 0.595 A respectivamente, que es menor comparado a lo que reportamos en el
2013"" donde el boro est4 tetracoordinado y adopta una geometria tetraédrica con valores
0.488 A y 0.749 A. Lo mis probable es que este pardmetro favoreceria la propiedad de la

luminiscencia segin se informé para las estructuras de analogos de BPh, quelato’®.

Vista frontal Vista por abajo

Figura 25. Estructura molecular del ligando 2.
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Tabla 7. Distancias de enlace seleccionadas (A) y dngulos (°) para el ligando 2 y los

borinatos 1a y Sa.

Distancias 2 la Sa
B(1)- N(1) 1.632(1) 1.631
B(1)-0(1) 1.505(1) 1.495
B(1)-C(17) 1.617(1) 1.614
B(1)-C(23) 1.609(2) 1.618
C(11)-N(1) 1.286 (2) 1.310(2) 1.299
C(1)-0(1) 1.343 (2)

Angulos 2 la Sa
C(11)-B(1)-N(1) 119.13(8) 118.64
O(1)-B(1)-N(1) 104.40(8) 104.22
O(1)-B(1)-C(17) 108.12(8) 110.89
N(1)-B(1)-C(23) 108.95(8) 105.98
C(2)-C(11)-N(1) 121.39 122.56(9) 122.85
C(11)-N(1)-C(12) 120.55 117.76(8) 119.38

Figura 26. Estructura molecular del Figura 27. Estructura molecular del
borinato 1a. borinato Sa.
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Tabla 8. Datos cristalinos del ligando 2 y de los borinatos 1a y Sa.

2 la Sa
Férmula empirica Ci9H;7NO C,sH,;BN,O C3,H27BN,O3
Peso de la férmula 275.34 412.29 522.40
Temperatura, (K) 293(2) 100(2) 293(2)
Longitud de onda 1.54056 1.54056 1.54056
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2(1) P2(1)/c P2i/n
a, A 7.8430 17.2063(14) 16.587(9)
b, A 12.3310 8.1494(7) 10.184(5)
c, A 15.3840 16.6279(13) 17.383(9)
a 90.00° 90.00° 90.00°
yis 90.00° 114.3280(10)° 108.815°
y 90.00° 90.00° 90.00°
VA’ 1487.82 1367.5(8) 2779.29
Z 4 4 4
p calc,mg*cm™ 1.229
g mm’ 0.076
20 3.30-28.19° 5-50° 3.30 -28.19°
No. de reflujos recolectados 6044 6044
No. de reflejos independientes 1751 1751
[Rind 0.24221 0.366 0.24221
R1, wR2 (I>20(D)) 0.0848 0.2239 0.0848
R1, wR2 (todos los datos) 0.1531 0.2959 0.1531
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N2-H-13A 2-591(2) A \

0-H-21 2714 &

Figura 28. Interacciones intermoleculares del borinato 1a.

0(2)-HQ7)—-sistema (0-1) 2.693 A O(3)--sistema C-H(18) 2.679 A

7

Figura 29. Interacciones intermoleculares del borinato Sa.
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5.5 Propiedades fotofisicas de los ligandos (1-7) y sus respectivos borinatos (1a-7a).

Los espectros de absorcion de los ligandos 1-3 y de los borinatos la-3a se
realizaron en THF mientras que para el ligando 4 y el borinato 4a se determinaron en
CH;CN, en la figura 30 (a) y (b) se muestra el espectro de absorcién de los ligando y los
borinatos 1-4, 1a-4a. En la tabla 9 se resumen los datos mas relevantes de estos
compuestos. Todos los compuestos mostraron una banda de absorcién amplia (Ayax= 377
nm para 1, 364 nm para 2, 362 nm para 3, 385 nm para 4, 425 nm para 1a, 400 nm para
2a, 398 nm para 3a y 404 nm para 4a), debido a la transicion electrénica HOMO-LUMO

en la molécula.

Para los ligandos y los borinatos derivados del heterodtomo 1, 1a y del fenol 4,
4a tienen desplazamiento hacia el rojo, a una regién de mayor longitud de onda cuando
se compara con los compuestos derivados de aminas primarias con sustituyentes de
grupos metilo y diisopropilo en la posicién orto es decir los ligandos 2-3 y sus borinatos
2a-3a respectivamente. Es notable que las bandas de absorciéon de los derivados de
aminopiridina y aminofenol estén relacionadas con la fuerza del donante, debido al par
de electrones del 4tomo de nitrégeno de la aminopiridina y de los dos pares de electrones
del atomo de oxigeno del aminofenol. También se puede observar una banda adicional en
la regiéon de longitudes de onda hacia el azul, que puede estar relacionada con las
transiciones electronicas del orbital molecular ocupado en el LUMO, como se informé
anteriormente’” siendo el maximo a 322 y 337 nm para 1y 1a, 324 nm y 327 nm para 4 y
4a mientras que para 2-3 y 2a-3a son 315, 315, 327 y 329 nm, respectivamente. Otra
caracteristica notable del sistema actual son las transiciones electrénicas n-* en el anillo
de piridina y en el fenol. Las transiciones electronicas n-n* intraligando se observa en
los borinatos a longitudes de onda inferiores con respecto a su correspondiente ligando,
probablemente debido a la distorsion del sistema naftilo imina después de la

coordinacién. Debido a la formacién del borinato figura 30, las bandas se desplazan
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hacia el rojo a causa de que hay mayor deslocalizacion electrénica dado a la formacién
del sistema diimina, de acuerdo con los resultados de RMN '"H. La banda Optica de
brecha energética esta entre 2.50 y 2.91 eV permitiendo clasificar a estos materiales
como semiconductores. Para los borinatos, los espectros de excitacion y absorcion
coinciden totalmente con el hecho de que la emisidon proviene de la misma transicion
electrénica que da lugar a la absorcion. En la figura 31 se observa los espectros de
fluorescencia de los ligandos 1-4 y de sus correspondientes borinatos 1a-4a. Todos los
fluoréforos mostraron emision intensa en solucién (THF o CH3CN) cuando se excitaban
a su maximo de absorcion. Los perfiles de emision de estos compuestos en solucion
tienen bandas de emision intensa que alcanzan su pico maximo a 490 nm (1), 473 nm (2)
477 nm (3), 495 nm (4), 530 nm (1a), 480 nm (2a-3a) y 525 nm (4a). Parael ligando 1y
4 se puede observar un pico méximo de emision principal a 490, 495 nm respectivamente
mientras que el borinato 1a y 4a presenta una banda ancha a 530 nm y 525 nm
respectivamente, con un desplazamiento al rojo con respecto a su correspondiente
ligando. Esto implica que la complejacién con el dtomo de boro afecta fuertemente la
geometria en el estado excitado del fluoréforo y el sustituyente de la amina la
aminopiridina y el aminofenol respectivamente. Un aspecto particular es para los
ligandos 2-3 y los borinatos 2a-3a derivados de aminas primarias con sustituyentes
metilo y diisopropilo en la posicion orfo ya que no muestran ningtin cambio significativo
en las bandas desplazadas hacia el azul. Se observa un mejor rendimiento cudntico de
fluorescencia para los borinatos 1a-4a con respecto a los ligandos 1-4 (Tabla 9), entre

0,01 - 3,79%.
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Figura 30. Espectro de absorcion a) compuestos 1-3 y 1a-3a en THF y b) compuestos 4
y 4a en CH;CN.

Tabla 9. Propiedades fotofisicas de los ligandos 1-4 y de los borinatos 1a-4a en THF o

CH;CN.
Comp Aabs e *10" Aemi Av ) E,

[nm] [M'em™] [nm]* [ecm™] [%] (eV)
1 322,377 1.12 490 6117.04  0.05 2.58
2 315, 364 0.90 473 6330.87 0.03 2.65
3 315, 362 1.09 477 6659.95 0.01 2.72
4 324,385 0.40 495 5772.00 0.33 2.53
1a 337,425 0.90 530 4661.49 3.79 2.91
2a 327, 400 0.90 480 4166.66 1.07 2.73
3a 329, 398 0.50 480 4292.29 1.01 2.50
4a 327, 404 0.60 525 5704.85 3.16 2.60
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Figura 31 a) Izquierda: Espectro de emisién de los compuestos 1-3 y 1a-3a en THF.
Derecha: Foto de los borinatos 1a-3a es solucion irradiada a una ldmpara UV, b)
Izquierda: Espectro de emision de los compuestos 4 y 4a en CH3CN. Derecha: Foto de

los borinatos 4a es solucién irradiada a una ldmpara UV.

Con el fin de proponer una estructura geométrica se diseflaron bases de Schiff
derivados de aminodcido, los espectros de absorcion se registraron en solucion de
metanol con longitud de onda en el intervalo de 422-329 nm. En la tabla 10. se registran

los principales datos como la banda de absorcién maxima (Apmax), €l coeficiente de
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extincién molar (g), etc. de los ligandos 5-7 y borinatos Sa-7a y en la figura 32 se
muestra su espectro de absorcién. Se observa longitudes de onda largas, bandas
complejas y anchas en la region visible. Los ligandos exhibe bandas de absorcién en la
region UV-Vis alrededor de 401 y 422 nm que se asigna a la transicién n-m*, transicion
que se origina del enlace imina del ligando de base de Schiff. Los borinatos disefiados
muestran una banda caracteristica alrededor de entre A.x= 329-330 nm (€. * 10%=1.55-
1.64 M'cm™). Esta banda podria atribuirse principalmente a una transicién de
transferencia de carga intramolecular que tiene lugar en el ligando al coordinarse con el
atomo de boro. Ademds, hay una banda mostrada en la regién 398-407 nm (emax*104:
1.55-1.64 M'em™) que puede atribuirse a la transferencia de carga desde el ligando al
metal. En la figura 33 se observa los espectros de fluorescencia de los ligandos 5-7 y de
sus correspondientes borinatos Sa-7a. Todos los fluor6foros mostraron emision intensa
en solucién de MeOH cuando se excitaban a su mdximo de absorcién. Los espectros de
emision de estos compuestos en solucion mostraron bandas intensas que alcanzan su pico
maximo a 457 nm (5), 465 nm (6) 442 nm (7), 471 nm (5a), 475 nm (6a) y 480 nm (7a).
En general Sa-7a los borinatos tienen un desplazamiento hacia el rojo con respecto a su
correspondiente ligando. Esto implica que la complejacion con el dtomo de boro favorece
fuertemente la geometria en el estado excitado del fluoréforo. Cabe resaltar que se
obtuvieron altos rendimientos cudnticos @ para los borinatos (Sa-7a) con respecto a sus
ligandos (5-7) (tabla 10) con valores entre 1.63-4.47%, probablemente debido a que el
atomo de boro se encuentra dentro del plano del ligando.

El cambio de desplazamiento Stokes (Av) también es grande, lo cual indica que
la geometria de las moléculas cambia dramdticamente después de la excitacion y las
pérdidas no radiactivas, principalmente debido a la conversion interna®®. Es importante
mencionar que los borinatos la, 4a y 5a-7a mostraron un alto valor de rendimiento
cudntico lo cual podria ser debido a la coplanaridad del sustituyente N-arilo, del grupo

fenol, o de los aminodcidos triptéfano, tirosina o fenilalanina.
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Figura 32. Espectro de absorcién compuestos 5-7 y Sa-7a en MeOH.

Tabla 10. Propiedades fotofisicas de los ligandos 5-7 y de los borinatos 5a-7a en MeOH.

Comp Nabs e *10” Nemi Av ) E,

[nm] M 'cm™] [nm]* [cm™] [%] (eV)

5 402, 422 0.9 457 1814.84 1.36 2.75
401, 419 0.46 465 2360.97 1.36 2.76

7 401, 421 0.39 442 1128.53 1.34 2.74
Sa 330, 407 0.68 471 3338.60 1.63 2.68
6a 329, 403 0.47 475 3761.26 4.19 2.66
7a 329, 398 0.84 480 4292.29 4.47 2.68
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Intensicka] Normdizaka

Longitud deonda (axa)

Figura 33. Izquierda: Espectro de emisién de los compuestos 5-7 y 5a-7a en MeOH.

Derecha: Foto de los borinatos Sa-7a es solucion irradiada a una lampara UV.

5.6 Estudio de fotoestabilidad.

Para aplicaciones pricticas de las moléculas es necesario que muestren
fotoestabilidad. Por lo tanto, utilizando nuestra estrategia de grupos voluminosos,
llevamos a cabo la evaluacion de la fotoestabilidad para los borinatos 1a-3a que fueron
expuestos a luz UV a 365 nm (6 Watts) y para el borinato 4a-7a fue expuesto a luz UV a
365 (figura 34 y 36) y 321 nm (6 y 8 Watts respectivamente) (figura 35 y 37) en aire a
temperatura ambiente cada 10 minutos durante 40 minutos y fue analizado por
espectroscopia UV-Vis. El borinato 1a, sin grupos orgénicos voluminosos, muestra foto-
degradacion de menos del 15% a 20 minutos, proporcionando el ligando libre. Sin
embargo, los borinatos 2a-7a, con grupos voluminosos, muestran una degradacion
minima después de haber sido expuestos durante 40 minutos. Al irradiar los borinatos a
una ldmpara con mayor longitud de onda de 215 nm los borinatos Sa-7a mostraron foto-

degradacion del mas del 40% a los 20 minutos, dando las bandas de su correspondiente
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ligando mientras el borinato 4a pierde la capacidad de absorber luz. Estos resultados

indican que la modificacién quimica usando grupos voluminosos incrementa la

fotoestabilidad.
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Figura 34. Estudio de fotoestabilidad de los borinatos 1a-7a irradiados a 365 nm
(1mg/50ml) en CHCl; para 1a-3a, CH3CN para 4a y MeOH para 5a-7a, a la longitud

maxima de absorcion con el tiempo de irradiacion.
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Figura 36. Descomposicion de los borinatos 1a-7a bajo una ldmpara UV a 365 nm.
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Figura 37. Descomposicion de los borinatos 4a-7a bajo una ldmpara UV a 321 nm.

5.7 Ensayo de viabilidad celular.

La citotoxicidad de los borinatos la-7a se evalu6 mediante un ensayo de
seguridad, usando DMSO como disolvente a diferentes concentraciones (0.1 a 10 mg
mL™") durante 24 h figura 38. Después de la incubacién de 0,1 mg mL™" durante 24 h, se
observa que menos del 9% de las células B16F10 murieron. Lo mismo ocurrié cuando la
concentracion se incremento a 2,5 mg mL™". Cuando la concentracién de los borinato 1a-
7a se aument6 a 5 mg ml”, la viabilidad celular permanecié por encima del 80%. Sin
embargo cuando se aumenta a la més alta concentracién de 10 mg mL™ se observa que
el 60% de las células BI6F10 murieron al ser tratadas con el borinato 2a mientras que
para los borinatos derivados de aminoacidos Sa-7a conserva mds del 70% de viabilidad
celular, esto nos confirma que al tener como grupo sustituyente un aminodcido disminuye
considerablemente la citotoxicidad en comparacién con los borinatos derivados de
aminas primarias la-4a, con esto podemos explicar que debido a que en el disefio
estructural de los borinatos Sa-7a se le incorpora como grupo sustituyente un aminoacido
este al ser una molécula bioldgica no representa una amenaza en la célula al ser absorbida

y por lo que no muestra un bajo porcentaje de viabilidad. Por lo tanto, los compuestos
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1a-7a mostraron una citotoxicidad relativamente baja en el intervalo de concentracién y

los tiempos de incubacién examinados en este estudio. En general, la citotoxicidad y las

caracteristicas permeables a las células de los materiales fluorescentes son criticas para la

aplicacion de bioimagen, ya que el anélisis de la viabilidad de la citotoxicidad mostré que

los borinatos no son téxicos para las correspondientes células.
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Figura 38. Efecto de citotoxicidad de los borinatos la-7a. Las células de melanoma

B16F10 se trataron con 10 mg mL™" (barras azules suaves), 5 mg mL™! (ptrpura), 2,5 mg

mL™! (barras verdes), 1 mg mL! (barras rojas) y 0,1 mg mL’ (barras azules fuertes)

durante 24 horas.
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5.8 Generacion de bioimagenes por microscopia confocal.

La capacidad de los borinatos la-7a para producir tincién fluorescente en
células se ensay6 en células B16F10. La figura 39 muestra en la fila superior que las
células tratadas con DMSO no fluorescen a ninguna longitud de onda (Figuras 39-B y
39-C). Cuando se trataron las células con el borinato la se observdé una tincion
fluorescente citoplasmdtica azul muy débil (figura 39-E), pero se observé una fuerte
mancha verde en toda la célula incluyendo el nicleo (figura 39-F), lo que podria sugerir
una via de internalizacién endocitica. Por otro lado, el borinato 2a también produjo una
débil mancha verde en las células; Sin embargo, esta mancha se generaliza a toda la
célula (figura 39-I). Las células tratadas con el borinato 3a muestran un patrén de tincién
fluorescente similar al descrito para 2a, solamente la tincién azul es significativamente
mds fuerte cuando se usa 2a (figura 39-K y 39-L). Para el borinato 4a mostré una fuerte
tincién citoplasmatica fluorescente en la regién azul (figura 39-N) asi como una fuerte
tincién verde en toda la célula incluyendo el nicleo en la regién verde (figura 39-N). Un
aspecto especial y particular fueron las imagenes por fluorescencia de los borinatos
derivados de aminoacidos Sa-7a ya que mostraron una intensa luminiscencia intracelular
en el citoplasma siendo capaz de tefiir inclusive los nucléolos de la células (figura 39-P,
figura 39-S y figura 39-V), estas figuras demostraron que la luminiscencia era evidente
en el citoplasma sobre los nucléolos y la membrana, lo que sugiere que estos borinatos
Sa-7a fueron internalizados en las células en lugar de simplemente manchar la superficie
de la membrana. Hasta donde sabemos, este es el primer ejemplo del uso de los
complejos tetracoordinados de boro derivados del &cido difenilborénico como
marcadores fluorescentes a las células para la tincion de luminiscencia exclusiva en los
nucléolos de células de BI6F10. Su facil internalizacion a la célula es sin lugar a duda a
la importancia de incluir como grupo sustituyente un aminodcido. En la figura 40 se
muestra un enfoque mas cercano de las células tratadas con los borinatos 2a, 3a, 4a, Sa,
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6a y 7a en el cual se puede observar la presencia de pequefias vesiculas lo que podria
sugerir que el mecanismo de internalizacion sea endocitosis, ademds de que para el caso
de los borinatos derivados de aminoécidos Sa-7a se observa la tincién en los nucléolos.
El hecho de que las manchas azules y verdes se compartimenten de manera diferente
podria significar que una vez que los complejos originales alcanzan el interior de la
célula se metabolizan al menos a dos moléculas diferentes, una con capacidad para llegar
hasta el nicleo, manchando toda la célula; Mientras que el otro s6lo puede alcanzar el

citoplasma.
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Figura 39. Bioimdgenes de los borinatos con células B16F10, se trataron con 10 pg mL
de 1a (D, E, F), 2a (G, H, 1), 3a (J, K, L), 4a (M, N, N), 5a (O, P, Q), 6a (R, S, T) y 7a
(U, V, W) durante 2 horas a diferente excitacién y emision. Se incluye en la primera
columna imdgenes de células control tratadas con (CD3),SO) (A, B y C). La columna
izquierda es una luz brillante, la columna central es la fluorescencia medida a 420-550 nm

y la columna derecha a 500-600 nm.
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Figura 40. Enfoque cercano de las bioimdgenes obtenidas en el microscopio

confocal. Las células B16F10 fueron tratadas con 10 pg/mL de 2a (a), 3a (b), 4a (c),
5a (d), 6a (e) y 7a (f).
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Las estructuras cristalinas de los borinatos 3a y S5a revelé la formacion del
enlace de coordinacion N—B asi como la presencia de un anillo fusionado de seis

miembros, donde el boro adopta una geometria tetraédrica distorsionada.

La caracterizacién estructural de los borinatos mediante RMN 'H mostré la
presencia de una sefial simple aguda desplazada hacia le regién de baja frecuencia en

comparacion a su ligante debido a la coordinacién con nicleo de boro.

El analisis de masas de alta resoluciéon (HRMS-TOF) confirmé la identidad

quimica de los borinatos, asi como su estabilidad.

Se estudiaron en solucién la absorcién, la emisién de fluorescencia y la

fotoestabilidad para todos los borinatos 1a-7a.

Los espectros de absorcién de los ligandos bidentados 1-7 revelaron que estas
moléculas tienen médximos picos de absorcion principalmente en la regién visible, y las
bandas muestran un desplazamiento hacia el rojo, después de que el enlace coordinado se

forma N—B (1a-7a).

Los espectros de emision de los ligandos 1-7 y sus borinatos 1a-7a mostraron
que los picos de emision pueden sintonizarse desde la region de las regiones azul-verde a
roja cambiando los sustituyentes de la amina, ademés de que para los borinatos 1a-7a se

observa un efecto batocrémico en comparacién a sus correspondientes ligandos.

Los borinatos 1a-7a, mostraron una alta emision de fluorescencia (D >4%),
debido principalmente a que la desviacion del atomo de boro del plano es baja. Un caso

especial fue para los borinatos derivados de aminodcidos Sa-7a, ya que al tener dos
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nicleos que actian como fluoréforos favorecié la respuesta luminiscente teniendo

valores de 4.19% para 6a y 4.47% para 7a

El estudio de fotoestabilidad para los borinatos 2a, 3a, Sa mostraron una alta
estabilidad al irradiarlos a una lampara de 365 nm en solucién a temperatura ambiente
debido a los grupos mds voluminosos que tienen en sus sustituyentes, sin embargo al
irradiarlos a una ldmpara de 312 nm todos los borinatos la-7a se ve desplazando la
longitud de onda a sus correspondientes ligandos, esto sugiere que si en algiin momento
causan un efecto dafino al medio ambiente estos borinatos podemos degradarlos ya que

al irradiarlos a esta longitud de onda los estaremos destruyendo.

Los ensayos de citotoxicidad demostraron que los borinatos presentan una bajo
toxicidad con un porcentaje de viabilidad mayor al 80% inclusive cuando las células son

tratadas a una alta concentracion de los borinatos.

El estudio de imdgenes por fluorescencia revelé6 que los borinatos 2a-7a
producen tincion fluorescente citoplasmadtica en las células ademds presentan numerosas
vesiculas, lo que sugiere que el posible mecanismo de internalizacion sea endocitosis,
ademds las imédgenes siguieren que los borinatos 5a-7a son capaces de teiiir el nicleo lo

que pone en manifiesto la importancia de incluir como sustituyente un aminoécido
Los experimentos de imdgenes de células demostraron la aplicacion potencial de

estos borinatos como sonda en bioorganismos debido a su alto cambio de desplazamiento

Stokes, alta fotoestabilidad y baja citotoxicidad.
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CAPITULO 7
SECCION EXPERIMENTAL
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7.1 Equipos y materiales.

Todos los materiales de partida se obtuvieron de la compafiia quimica Aldrich.
Los solventes fueron usados sin previa purificacion. El dcido difenilborénico (Ph,BOH)
se preparé in sifu como se informé previamente en la literatura®'. Los puntos de fusién
fueron confirmados por el aparato Electrothermal Mel-Temp. Los espectros infrarrojos se
registraron usando un espectrofotometro Bruker Tensor 27 FT-IR equipado con un
milacre Pike ™ ATR accesorio con una sola reflexién ZnSe ATR cristal. Los espectros
UV se obtuvieron con un espectrofotometro Shimadzu 2401 PC UV / VIS vy se realizaron
mediciones de emision en un espectrometro de investigacién Fluorolog-3. Los espectros
de RMN 1H, 13C, y B e registraron en CDCls, (CD3),CO) y en DMSO en Bruker
advance DPX 400 o Bruker ARX 300. Los desplazamientos quimicos (ppm) son
relativos a (CH3)4S1 para 'H and "C. Los espectros de RMN de "B se referenciaron
externamente a BF;-OEt,. Los espectros de masas de alta resolucién fueron adquiridos
por LC/MSD TOF en un instrumento de Agilent Technologies con APCI como fuente de
ionizacion.

Las mediciones fotofisicas se llevaron a cabo en disolventes de grado
espectrofotométrico (tetrahidrofurano, acetonitrilo y metanol) recién destilado y las

soluciones se estudiaron tal como se prepararon.
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7.2 Cristalografia de rayos X.

Los datos de cristal de 2 y Sa se registraron en un Enraf Nonius Kappa-CCD
(MoKa=0.71073 A), monocromador de grafito, T = 293 K. El cristal se monté en un tubo
de Lindeman. La correccidn de la absorcidn se realizé utilizando el programa SHELX-
A, Todos los datos de reflexién se corrigieron para Lorentz y efectos de polarizacion.
La primera solucién de estructura se obtuvo usando el programa SHELXS-97 y luego se
aplic6 el programa SHELXL-97 para refinamiento y datos de salida. Todas las
manipulaciones de software se realizaron bajo el programa de entorno WIN-GX**. Todos
los 4&tomos mds pesados de 2 se encontraron por diferencia de Fourier mapa y refinado
anisotrépicamente. Algunos dtomos de hidrégeno fueron encontrados por diferencias en
el mapa de Fourier y refinados isotrépicamente. Los restantes dtomos de hidrégeno se
modelaron geométricamente y no se refinaron.

El cristal 1la se mont6 con aceite de paratona-N en un cryo-lazo, e
inmediatamente se colocé en la corriente de nitrégeno a baja temperatura a 100(2) K. Los
datos de intensidad de rayos X para la se midieron a 100(2) K en Una Bruker D8 Quest
con un detector Photon 100 CMOS equipado con un refrigerador de la serie Oxford
Cryosystems 700, un monocromador Triumph y un tubo sellado de enfoque fino Mo Ka
(A = 0,71073 A). Los datos de intensidad se procesaron utilizando el programa Bruker
ApexIl. Todos los cdlculos para la determinacion de la estructura se realizaron utilizando
el paquete SHELXTL (version 6.14). Las posiciones atomicas iniciales se localizaron por
métodos directos usando XS, y las estructuras de los compuestos se refinaron por el
método de minimos cuadrados usando SHELXL. Las correcciones de absorcion se
aplicaron usando SADABS. Todos los dtomos que no son hidrégeno se refinaron
anisotrépicamente. Los dtomos de hidrégeno se colocaron en posiciones idealizadas y se
refinaron como dtomos de desplazamiento con pardmetros de desplazamiento isotrépico

relativo. Los datos cristalograficos para las estructuras descritas en este documento se
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han depositado en el Centro de Datos Cristalograficos de Cambridge: CCDC 1520512

para la.

7.3 Absorbancia, emision y rendimientos cuanticos de luminiscencia.

Los espectros de absorciéon UV-Vis se midieron en un espectrofotometro Perkin-
Elmer Lambda 365. El intervalo 6ptico de banda (Eg) se determiné a partir de la
interseccion con el eje X de la tangente del espectro de absorcién obtenido a una
absorbancia de 0,1. Los espectros de emision se han registrado con wun
espectrofluorémetro Horiba Scientific FL-1000, excitando 10 nm por debajo de la banda
de absorcién de longitud de onda més larga. Los rendimientos cudnticos de fluorescencia
en solucién (®) se determinaron de acuerdo con el procedimiento descrito en la
bibliograﬁ’a84 y utilizando sulfato de quinina en H,SO4 0.1M (®= 0.54 at 310 nm)
como patrén. La temperatura se regul6é a 25,0 + 0,5 © C con un bafio de circulacién de
agua. Se analizaron tres soluciones con absorbancia a la longitud de onda de excitacion

inferior a 0,1 para cada muestra y se promedio el rendimiento cudntico.

7.4 Estudio de fotoestabilidad.

Para evaluar la fotoestabilidad de los borinatos la-7a se pesé 1mg del
correspondiente borinato y se disolvié en 50 mL del correspondiente disolvente, se
determiné su espectro de UV-Vis en un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 365, se
irradio una alicuota de la muestra a una luz Uv de 365 (Ldmpara UVGL-58 Handheld) y
de 321 nm (Transiluminador Spectroline TD-1000R) por 40 minutos analizando su

espectro de absorcion cada 10 minutos.
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7.5 Ensayo de viabilidad celular.

Se usaron células de melanoma murino B16F10 (ATCC CRL-6475, Manassas,
VA) para determinar los efectos citotoxicos de los borinatos la-7a. Las células se
mantuvieron en medio de cultivo GIBCO-DMEM/F12 suplementado con FBS al 10% y
antibiotico-antimit6tico 1X (todos de ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), a 37 °C
en una atmosfera de CO, al 5%. Para los experimentos, las células se sembraron en
placas de 96 pozos a una densidad celular de 2000 células por pozo en 100 uL. de medio
y dejaron que no se alteraran durante la noche antes de que se afiadieran los tratamientos.
Se afiadieron los borinatos a concentraciones de 0,1, 1, 2,5, 5 y 10 mg/mL‘l. Cuarenta y
ocho horas mas tarde se afiadieron 10 pl de alamarBlue (Biosource Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) a cada pozo para determinar la viabilidad celular siguiendo

las instrucciones del fabricante.

7.6 Generacion de bioimagenes.

Con el fin de evaluar la capacidad de los borinatos para teiiir células in vitro, las
células B16F10 se sembraron en placas a densidades de 5x10* células por pozo en 500
pL de medio en cubreobjetos en placas de 12 pozos. Después de incubacion durante la
noche, se anadieron 10 mg/mL'1 de cada borinato a cada pozo y 2 horas después se
montaron los cubreobjetos con Vectashield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA) y
se analizaron mediante microscopia confocal en un sistema confocal Leica TCS SP5 a
excitacion Longitud de onda de 405 nm, emision de 420-550 nm, o excitacion de 488 nm
y emision de 500-600 nm. Se usaron células tratadas con DMSO como control para

determinar la fluorescencia endogena.
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7.7 Sintesis de los ligandos 1-7 y de los borinatos 1a-7a.

B |Sintesis de (E)-1-((piridina-3-ilimino)metil)naftalen-2-ol (1)

Una solucién de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g,

2.90 mmol) y 3-aminopiridina (0.229 g, 2.90 mmol) en O
6 9

acetonitrilo se calentaron a reflujo durante 48 h, )
10
utilizando una trampa Dean-Stark para la eliminacion 4 O 11\ 13 14

/)
3 2%n \ N

temperatura ambiente. El precipitado se filtré y se lavo 16

del agua. La mezcla de reaccion se enfri6 lentamente a

con hexano, el producto obtenido fue un sdélido

amarillo con un rendimiento del 79%. p.f.: 182 °C. IR vpax cm’t: 1623.63 (C=N), 3048.01
(C-Haromatico), 1483.92 (C-0), 1562.29 (C=Caromatico)- UV/VIS (THF): Aaps/max, Emax* 10*:
377 nm, 1.12M'em™. "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.16 (d,1H, °J = 8.0 Hz, H-3), 7.37
(m, 2H, H-7, H-14), 7.54 (1, 1H, *J = 16 Hz, H-8), 7.65 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-13), 7.75
(d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-6), 7.84 (d, 1H, °J = 12 Hz, H-4), 8.13 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-9),
8.54 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-15), 8.63 (d, 1H, °J = 4.0 Hz, H-17), 9.42 (s, 1H, H-11),
14.93 (s, 1H, C2-OH) ppm. “C{'H} RMN (100 MHz, CDCls) &: 109.42 (C-1), 119.22
(C-9), 120.68 (C-3), 123.96 (C-14), 124.09 (C-7), 127.80 (C-13), 128.35 (C-8), 129.53
(C-6), 132.94 (C-10), 136.52 (C-4), 142.99 (C-17), 143.75 (C-12), 147.76 (C-15), 158.70
(C-11), 166.20 (C-2) ppm. COSY correlacién [8y/dy]: 7.89/7.15 (H-4/H-3), 7.55/7.38 (H-
8/H-7), 7.64/7.38 (H-13/H-14), 7.73/7.38 (H-6/H-7), 8.12/7.54 (H-9/H-8), 8.54/7.38 (H-
15/H-14) ppm. HSQC correlacién [du/S¢]: 7.16/120.54 (H-3/C-3), 7.36/123.84 (H-14/C-
14), 7.54/128.21 (H-8/C-8), 7.64/127.66 (H-13/C-13), 7.75/129.41 (H-6/C-6),
7.84/136.39 (H-4/C-4), 8.12/119.09 (H-9/C-9), 8.54/147.64 (H-15/C-15), 8.64/142.89 (H-
17/C-17), 9.42/158.57 (H-11/C-11) ppm.
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Capitulo 7: Seccion experimental

°8 | Sintesis de (E)-1-(((2,6-dimetilfenil)imino)metil)naftalen-2-ol (2)

La preparacion del ligando 2 se realiz6 como el

ligando 1 a partir de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g, 2.90
6 9
mmol) y 2,6-dimetilanilina (0.348 g, 2.90 mmol). El

producto obtenido fue un sélido amarillo con un |, 0 11\ 1913» 14
rendimiento del 75%. p.f.: 118 °C. IR Lmax cm™: 1622

(C=N), 2990 (OH), 3074 (C-Haromatico)> 2948 (C-Hned1), 17 16
1161 (C-0), 1573 (C=Caromaiico). UV/VIS (THF): 8
Aabs/maxs €max©10* 364 nm, 0.9 M'em™. "H RMN (400 MHz, CDCls), &: 7.13 (d,1H, *J =
8.0 Hz, H-3), 7.20 (m, 3H, H-14, H-15, H-16), 7.36 (¢, 1H, *J = 16.0 Hz, H-7), 7.51 (s,
1H, °J = 16.0 Hz, H-8), 7.77 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-6), 7.86 (d, 1H, °J = 8.0 Hz, H-4), 8.00
(d, 1H,°J =8.0 Hz, H-9), 2.34 (s, 6H, H-18, H-19), 9.14 (s, 1H, H-11), 15.24 (s, 1H, C2-
OH) ppm. C{'H} RMN (100 MHz, CDCl5) &: 18.77 (C-18,C-19), 108.49 (C-1), 118.85
(C-9), 121. 61 (C-15), 123.50 (C-7), 125.70 (C-3), 127.41 (C-5), 128.14 (C-8), 128.70 (C-
14, C-16), 129.39 (C-6), 129.70 (C-13, C-17), 133.27 (C-10), 136.06 (C-4), 145.86 (C-
12), 161.32 (C-11), 168.02 (C-2) ppm. COSY correlacién [8y/dy]: 7.86/7.13 (H-4/H-3),
7.77/7.38 (H-6/H-7), 7.51/7.38 (H-8/H-7), 7.99/7.51 (H-9/H-8) ppm. HSQC correlacién
[8u/dc]: 2.31/18.60 (H-18,19/C-18,19), 7.14/125.66 (H-3,/C-3), 7.20/128.69 (H-14, 16/C-
14, 16), 7.23/121.56 (H-15/C-15), 7.37/123.46 (H-7/C-7), 7.52/128.10 (H-8/C-8),
7.79/129.36 (H-6/C-6), 7.87/136.04 (H-4/C-4), 8.01/118.79 (H-9/C-9), 9.16/161.27 (H-
11/C-11) ppm.

N 15
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Capitulo 7: Seccion experimental

B | Sintesis de (E)-1-(((2,6-diisopropilfenil)imino)metil )naftalen-2-ol 3

La preparacion del ligando 3 se realizé6 como
el ligando 1 a partir de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g,
290 mmol) y 2,6-diisopropilanilina (0.468 g, 2.90
mmol). El producto obtenido fue un sélido amarillo con
un rendimiento del 73%. p.f.: 192 °C. IR Lpax cm’:
1623 (C=N), 2980 (OH), 2964 (C-Haromatico)> 2943 (C-
Hieir), 1172 (C-0), 1575 (C=Caromatico)- UV/VIS
(THF): Aapyimaxs Emac*10%: 362 nm, 1.09 M'em™. 'H
RMN (400 MHz, CDCls), &: 1.13 (d, 12H, °J = 8.0 Hz, H-19, H-20, H-22, H-23), 3.02
(septeto, 2H, *J = 28.0 Hz, H-18, H-21), 7.10 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-3), 7.15 (m, 3H, H-
14, H-15, H-16), 7.24 (1, 1H, °J = 16 Hz, H-8), 7.39 (1,1H, °J = 16 Hz, H-7), 7.66 (d, 1H,
’J = 8.0 Hz, H-6), 7.76 (d, 1H, °J = 8.0 Hz, H-4), 7.89 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-9), 8.98 (s,
1H, H-11), 15.13 (s, 1H, C2-OH) ppm. "C{'H} RMN (100 MHz, CDCl;) §:22.66 (C-19,
C-20, C-22, C-23), 27.27 (C-18, C-21), 107.30 (C-1), 117.70 (C-9), 120.34 (C-3), 122.39
(C-8), 122.49 (C-14, C-16), 125.21 (C-15), 126.38 (C-5), 127.07 (C-7), 128.30 (C-6),
132.15 (C-10), 134.87 (C-4), 139.22 (C-13, C-17), 142.94 (C-12), 160.61 (C-11), 166.35
(C-2) ppm. COSY correlacion [0p/on]: 7.75/7.09 (H-4/H-3), 7.38/7.25 (H-7/H-8),
7.38/7.65 (H-7/H-6), 7.88/7.25 (H-9/H-8) ppm. HSQC correlacién [du/dc]: 1.09/22.54
(H-19, 20, 22, 23/C-19, 20, 22, 23), 3.01/27.14 (H-18, 21/C-18, 21), 7.10/120.31 (H-3/C-
3), 7.14/122.43 (H-14, 16/C-14, 16), 7.15/125.17 (H-15/C-15), 7.23/122.34 (H-8/C-8),
7.38/127.05 (H-7/C-7), 7.65/128.26 (H-6/C-6), 7.74/134.83 (H-4/C-4), 7.88/117.65 (H-
9/C-9) 8.98/160 (H-11/C-11) ppm.
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Capitulo 7: Seccion experimental

B |Sintesis de (E)-1-(((4-hidroxifenil)imino)metil)naftalen-2-ol (4)

La preparacion del ligando 4 se realiz6 como
el ligando 1 a partir de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g,
2.90 mmol) y 4-aminofenol (0.317g, 2.9mmol). El
producto obtenido fue un so6lido naranja con un |,
rendimiento del 94%. p.f.: 222 °C. UV/VIS 3 o
(CH3CN): Aabymaxs Emax*10*: 385 nm, 0.4 M'em™. 'H 17 16
RMN (300.13, (CD3),S0), &: 6.89 (d, 2H, °J = 8 Hz, H-14, H-16), 7.01 (d, 1H, °J = 8 Hz,
H-3),7.33 (d, 1H, *J = 16 Hz, H-7), 7.52 (m, 3H, H-8, H-13, H-17), 7.78 (d, 1H, *J = 8
Hz, H-6), 7.89 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-4), 8.47 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-9), 9.60 (s, 1H, H-11),
9.75 (s, 1H, C15-OH), 16.09 (s, 1H, C2-OH) ppm. C{'H} RMN (100 MHz, (CD3),SO)
d: 108.93 (C-1), 116.57 (C-14, C-16), 120.68 (C-9), 122.31 (C-3), 122.45 (C-8), 123.67
(C-7), 127.08 (C-5), 128.33 (C-13, C-17), 129.39 (C-6), 133.49 (C-10), 136.21 (C-4),
154.28 (C-11), 157.09 (C-12), 169.42 (C-2), 207.01 (C-15) COSY correlacion [dp/dy]:
7.52/6.88 (H-13, H-17/H-14, H-16), 7.54/7.33 (H-8/H-7), 7.89/7.02 (H-4/H-3), 7.79/7.35
(H-6/H-7) 8.47/7.50 (H-9/H-8) ppm. HSQC correlacién [0y/0c]: 6.88/116.50 (H-14, H-
16/C-14, C-16), 7.01/122.27 (H-3,/C-3), 7.33/123.62 (H-7/C-7), 7.50/122.41 (H-8/C-8),
7.53/128.31 (H-13, H-17/ C-13, C-17), 7.77/129.34 (H-6/C-6), 7.88/136.21 (H-4/C-4),
8.46/120.63 (H-9/C-9), 9.59/154.23 (H-11/C-11) ppm. APCI-MS: m/z (%): 264.101 (100)
M*1].
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Capitulo 7: Seccion experimental

8 |Sintesis de  (S,E)-2-(((2-hidroxinaftalen-1-il)metileno)amino)-3-(1 H-indol-3-

il)acido propanoico (5)

Una solucién de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g,
2.90 mmol) fue disuelto en metanol y después se
afiadié a la solucién del L-Triptéfano (0.593 g, 2.90
mmol) disuelto en metanol. La mezcla se puso a reflujo
durante 48 h, utilizando una trampa Dean-Stark para la

eliminacion del agua, la reaccion se enfri6 lentamente a

temperatura ambiente. El precipitado se filtr6 y se lavo

con hexano, el producto obtenido fue un sélido amarillo con un rendimiento del 81%. p.f.:
182 °C. UV/VIS (MeOH): Auymaxs Emax™10* 422 nm, 0.9 M'em™. '"H RMN (400 MHz,
(CD3),80)), &: 3.29 (dd, 1H, °J = 8 Hz, H-14a), 3.43 (dd, 1H, °J = 8 Hz, H-14b), 4.73
(dd, 1H, *J = 5.4 Hz, H-12), 6.68 (d, 1H, *J = 8 Hz, H-3), 6.95 (¢, 1H, *J = 16 Hz, H-19),
7.03 (1, 1H, °J = 12 Hz, H-18), 7.12 (m, 2H, H-7, H-23), 7.29 (m, 2H, H-8, H-17), 7.56
(m, 2H, H-6, H-20), 7.67 (m, 2H, H-4, H-9), 8.76 (s, 1H, H-11), 10.89 (s, 1H, H-22) ppm.
BC{'H} RMN (100 MHz, (CD3),S0)), &: 29.90 (C-14), 64.38 (C-12), 106.36 (C-16),
109.11 (C-1), 111.91 (C-17, C-21), 118.79 (C-19, C-20), 118.87 (C-9), 119.07 (C-18),
121.59 (C-7), 122.83 (C-23), 124.74 (C-3), 125.55 (C-15), 127.53 (C-8), 128.36 (C-6),
129.34 (C-5), 134.56 (C-10), 136.62 (C-4), 158.95 (C-11), 172.62 (C-2), 177.10 (C-13)
ppm. COSY correlacién [8/8y]: 6.67/7.65 (H-3/H-4), 7.94/7.04 (H-19/H-18), 7.94/7.56
(H-19/H-20), 7.03/7.29 (H-18/H-17), 7.12/7.57 (H-7/H-6), 7.28/7.67 (H-8/H-9) ppm.
HSQC correlacién [8u/d¢]: 3.30/30 (H-14a/C-14a), 4.73/64.06 (H-12/C-12), 6.68/124.70
(H-3/C-3), 6.95/118.22 (H-19/C-19), 7.04/120.73 (H-18/C-18), 7.13/122.04 (H-23/C-23),
7.12/123.90 (H-7/C-7), 7.30/111.06 (H-17/C-17), 7.29/127.50 (H-8/C-8), 7.57/118.01 (H-
20/C-20), 7.56/128.53 (H-6/C-6), 7.66/117.94 (H-9/C-9), 7.67/136.89 (H-4/C-4),
8.76/158.18 (H-11/C-11) ppm. APCI-MS: m/z (%): 359.1390 (100) [M*1].
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Capitulo 7: Seccion experimental

5

B | Sintesis de (S,E)-2-(((2-hidroxinaftalen-1-il)metileno)amino)-3-(4-

hidroxifenil)4cido propanoico (6)

La preparacion del ligando 6 se realiz6 como el
ligando S a partir de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g, 2.90
mmol) y L-Tirosina (0.526 g, 2.90 mmol). El producto
obtenido fue un sélido amarillo con un rendimiento del
50%. p.f.: 220 °C. UV/VIS (MeOH): Aubs/maxs smax*104:
419 nm, 0.46 M'cm™. "H RMN (400 MHz, (CD3),S0)), &:
3.03 (dd, 1H, °J = 8 Hz, H-14a), 3.21 (dd, 1H, °J = 6 Hz,
H-14b), 4.62 (dd, 1H, °J = 4 Hz, H-12), 6.64 (d, 2H, *J = 8 Hz, H-17, H-19), 6.73 (d, 1H,
3] = 8 Hz, H-3), 7.01 (d, 2H, *J = 8 Hz, H-16, H-20), 7.19 (1, 1H, °J = 16 Hz, H-7), 7.39
(1, 1H, °J = 16 Hz, H-8), 7.63 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-6), 7.73 (d, 1H, °J = 12 Hz, H-4), 7.86
(d, 1H, *J = 8 Hz, H-9), 8.84 (s, 1H, H-11), 9.27 (s, 1H, C18-OH), 10.81 (s, 1H, C2-OH),
14.14 (s, 1H, C13-OH) ppm. “C{'H} RMN (100 MHz, (CD;),S0)), &: 31.15 (C-14),
65.77 (C-12), 106.53 (C-1), 118.94 (C-9), 122.90 (C-19, C-17), 125.21 (C-3), 125.92 (C-
5), 126.81 (C-7), 128.38 (C-8, C-16), 129.37 (C-20, C-15), 130.89 (C-6), 134.46 (C-10),
137.50 (C-18, C-4), 159.46 (C-11), 172.20 (C-2) ppm. APCI-MS: m/z (%): 336.1233
(100) [M*1].

87



Capitulo 7: Seccion experimental

5

B | Sintesis de (S,E)-2-(((2-hidroxinaftalen-1-il)metileno)amino)-3-acido

fenilpropanoico (7)

La preparacién del ligando 7 se realiz6 como el
ligando 5 a partir de 2-hidroxinaftaldehido (0.5 g, 2.90
mmol) y L-Fenilalanina (0.479 g, 2.90 mmol). El producto
obtenido fue un sélido amarillo con un rendimiento del
80%. p.f.: 172 °C. UV/VIS (MeOH): Aapy/maxs Emax™ 10 421
nm, 0.39 M'cm”. 'H RMN (400 MHz, (CD5),S0)), &:
3.11 (dd, 1H, °J = 8 Hz, H-14a), 3.31 (dd, 1H, °J = 6 Hz, H-
14b), 4.70 (dd, 1H, *J = 4 Hz, H-12), 6.72 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-3), 7.19 (m, 6H, H-7, H-
16, H-17, H-18, H-19, H-20), 7.36 (¢, 1H, °J = 16 Hz, H-8), 7.61 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-6),
7.1 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-4), 7.84 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-9), 8.88 (s, 1H, H-11), 14.24 (s,
1H, C13-OH) ppm. "C{'H} RMN (100 MHz, (CD;),S0)), : 39.46 (C-14), 65.74 (C-
12), 106.74 (C-1), 119.05 (C-9), 123.02 (C-17, C-19), 124.84 (C-3), 126.06 (C-5), 127.22
(C-7), 128.38 (C-8), 128.83 (C-16), 129.38 (C-15, C-20), 129.93 (C-6), 134.32 (C-10),
136.93 (C-18), 137.43 (C-4), 159.94 (C-11), 172.18 (C-2), 175.38 (C-13) ppm. COSY
correlacion [dp/dy]: 6.72/6.73 (H-3/H-4), 7.33/7.14 (H-8/H-7), 7.60/7.13 (H-6/H-7),
7.84/7.37 (H-9/H-8) ppm. HSQC correlacion [0u/dc]: 3.13/39.33 (H-14a/C-14a),
4.69/65.50 (H-12/C-12), 6.72/124.78 (H-3/C-3), 7.15/122.95 (H-17, H-19/C-17, C-19),
7.14/127.18 (H-7/C-7), 7.20/129.89 (H-15, H-20/C-15, C-20), 7.12/128.76 (H-16/C-16),
7.35/128.34 (H-8/C-8), 7.60/124.36 (H-6/C-6), 7.70/137.40 (H-4/C-4), 7.83/118.98 (H-
9/C-9), 8.87/159.58 (H-11/C-11) ppm. APCI-MS: m/z (%): 320.1284 (100) [M*1].
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Capitulo 7: Seccion experimental

B | Sintesis de (E)-N-((2-(difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metilen)piridin-3-amina (1a)

Una solucion de (E)-1-((piridin-3-
ilimino)metil)naftalen-2-0l 1 (0.1 g, 0.40 mmol) y 4cido
difenilborinico (0.18 g, 0.809 mmol) en acetonitrilo se
calentaron a reflujo durante 48 H, utilizando un trampa
Dean-Stark para la eliminacion del agua. La mezcla de

reaccion se enfrid lentamente a temperatura ambiente.

El precipitado se filtr y se lavé con hexano, seguido de

recristalizaciéon en cloroformo / hexano. El producto p

obtenido fue un sélido amarillo con un rendimiento del 95,35%. p.f.: 222 °C. IR vyax cm’
11623 (C=N), 824 (C-Haromaic), 1181 (C-0), 1341 (C=Caromaic), 703 (O-B), 1547
(C=Nyisidina). UV/VIS (THF): Agbsymaxs Emax* 10" 425, 0.9 M'em™. '"H RMN (400 MHz,
CDCls) 8: 7.98 (d,1H, *J = 4 Hz, H-3), 7.09 (m, TH, H-13, 4H-m, 2H-p), 7.27 (m, 2H, H-
7, H-8), 7.36 (d, 4H, °J = 8.0 Hz, H-8, 4H-0), 7.43 (¢, 1H, °J = 16 Hz, H-14), 7.59 (d, 1H,
3] = 8.0 Hz, H-6), 7.77 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-4), 7.81(d, 1H, *J = 12 Hz, H-9), 8.33 (d,
1H, *J = 4.0 Hz, H-15), 8.37(s, 1H, H-17), 8.86 (s, 1H, H-11) ppm. C{'H} RMN (100
MHz, CDCl3) 8: 111.56 (C-1), 119.27 (C-9), 121.52 (C-3), 123.04 (C-7), 124.66 (C-13),
126.79 (C-14), 127.27 (C-m, C-p), 127.75 (C-5), 129.42 (C-8), 129.72 (C-6), 132.31 (C-
10), 132.60 (C-4), 133.73 (C-0), 141.29 (C-i), 142.55 (C-17), 144.99 (C-12), 148.82 (C-
15), 157.75 (C-11), 165.96 (C-2) ppm. ''B{'H} RMN (128 MHz, CDCls) &: 7.38 ppm
APCI-MS: m/z (%): 413.18 (100) [M*1], 249.10 (23.4) [M* -C,H,0B].
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Capitulo 7: Seccion experimental

B | Sintesis de (E)-N-((2-(difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)-2,6-dimetilanilina
(2a)

La preparacion del borinato 2a se realizé como
el borinato la a partir del ligando 2 (0.1 g, 0.363
6
mmol) y &cido difenilborinico (0.16 g, 0.726 mmol). El ?

. . . 5 10 1
producto obtenido fue un sélido amarillo con un 4 O 1{ 13 14
1 12

rendimiento del 92.15%. p.f.: 212 °C. IR vVpax cm: N 15
1623 (C=N), 824 (C-Haromaico)s 1181 (C-O), 1341 : EN 7 16
(C=Caromatico), 703 (O-B), 1458 (C-CH;3). UV/VIS VUNEL lnf
(THF): Apgmaxs €max*10": 400, 0.9 M'em™. '"H RMN ,

(400 MHz, CDCls) 8: 6.82 (d,1H, *J = 8.0 Hz, H-3),
6.97 (m, TH, H-15, 4H-m, 2H-p), 7.16 (d, 2H, °J = 12 Hz, H-14, H-16), 7.27 (1, 1H, *J =
12 Hz, H-7), 7.32 (d, 1H, °J = 8.0 Hz, 4H-0), 7.45 (1, 1H, *J = 20 Hz, H-8), 7.67 (d, 1H, °J
= 8.0 Hz, H-6), 7.77 (d, 1H, °J = 8.0 Hz, H-4), 7.86 (d,1H, °J = 8 Hz, H-9), 1.79 (s, 2H,
H-18, H-19), 8.64 (s, 1H, H-11) ppm. *C{'H} RMN (100 MHz, CDCl3) &: 18.12 (C-18,
C-19), 110.45 (C-1), 118.22 (C-9), 120.72 (C-15), 123.20 (C-7), 125.16 (C-13), 125.47
(C-m, C-p), 126.59 (C-5), 126.70 (C-8), 127.47 (C-14, C-16), 127.99 (C-13, C-17),
128.53 (C-6), 132.10 (C-0), 132.67 (C-i), 133.67 (C-10), 138.88 (C-4), 144.01 (C-12),
159.89 (C-11), 163.70 (C-2) ppm. ''B{'H} RMN (128 MHz, CDCls) &: 4.76 ppm APCI-
MS: m/z (%): 440.21 (39.1) [M*1], 362.17 (12.8) [M*-CeHs], 276.13 (100) [M*-C¢HsB].
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Capitulo 7: Seccion experimental

5

B | Sintesis de (E)-N-((2-(difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)-2,6-

diisopropilanilina (3a)

La preparacién del borinato 3a se realiz6 como
el borinato la a partir del ligando 3 (0.1 g, 0.301 mmol)
y dacido difenilborinico (0.13 g, 0.603 mmol). El
producto obtenido fue un sélido verde con un
rendimiento del 30%. p.f.: 200 °C. IR vpax cm’: 1623
(C=N), 824 (C-Haromatico), 1181 (C-O), 1341
(C=Caromatico)s 703 (O-B), 1398 (C-Cisopropit). UV/VIS
(THF): Mabymass Ema*10% 398, 0.5 M'em”. 'H RMN IN=
(400 MHz, CDCl3), &: 1.13 (d, 6H, °J = 8.0 Hz, H-22, H-
23), 1.16 (d, 6H, °J = 8.0 Hz, H-19, H-20,) 3.57 (septeto, 2H, °J = 28 Hz, H-18, H-21),
7.20 (d, 1H, °J = 8.0 Hz, H-3), 7.29 (m, 3H, H-14, H-15, H-16), 7.35 (m, 6H, 4H-m, 2H-
p), 749 (t,1H, *J = 16 Hz, H-7), 7.54 (m, 5H, H-8, 4H-0), 8.00 (d, 1H, *J = 12 Hz, H-6),
8.14 (d, 1H, °J = 12 Hz, H-4), 8.28 (d, 1H, *J = 8.0 Hz, H-9), 8.90 (s, 1H, H-11) ppm.
PC{'H} RMN (100 MHz, CDCl;) &: 23.40 (C-19, C-20, C-22, C-23), 28.28 (C-18, C-
21), 108.82 (C-1), 119.12 (C-9), 121.42 (C-3), 124.13 (C-14, C-16), 124.80 (C-7), 127.31
(C-15), 128.04 (C-m, C-p), 129.05 (C-5), 129.37 (C-8), 129.79 (C-6), 130.87 (C-10),
132.74 (C-4), 135.16 (C-13, C-17),135.69 (C-0), 140.2234 (C-i), 144.33 (C-12), 161.06
(C-11), 163.21 (C-2) ppm. ''B{'H} RMN (128 MHz, CDCl;) &: 4.42 ppm APCI-MS: m/z
(%): 496.28 (22.2) [M'1], 418.23 (12.2) [M*-CgHs], 332.19 (26.6) [M"-CsHs B], 157.06
(100) [M*-C1oH7N].
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Capitulo 7: Seccion experimental

B | Sintesis de (E)-4-(((2-((difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)amino)fenol (4a)

La preparacion del borinato 4a se realiz6

como el borinato la a partir del ligando 4 (0.1 g, 7 8
0.379 mmol) y dcido difenilborinico (0.17 g, 0.759 | O 9

mmol). El producto obtenido fue un sélido amarillo

10
11
con un rendimiento del 85%. p.f.: 392 °C. IR vyx cm™ |[4 1 N\ . 13 14

': 1627 (C=N), 830 (C-Haromatico)» 1187 (C-0), 1345 3 2

O
N 17 16
(C:CAromatico)a 704 (O'B) UV/VIS (CH3CN) kabs/mam \"B\i o0
Emax®10%: 404 nm, 0.6 M'em™. 'H RMN (300.13, m
(CD;),CO)) &: 6.68 (d, 2H, °J = 9 Hz, H-14, H-16), P

7.13 (m, TH, H-3, 4H-m, 2H-p), 7.33 (d, 2H, *J = 15 Hz, H-13, H-17), 7.39 (1, 1H, *J = 15
Hz, H-7), 7.46 (d, 4H, °J = 6 Hz, 4H-0), 7.58 (¢, 1H, °J = 15 Hz, H-8), 7.83 (d, 1H, °J = 6.0
Hz, H-6), 8.05 (d, 1H, °J = 9 Hz, H-4), 8.33 (d, 1H, °J = 9.0 Hz, H-9), 8.66 (s, 1H, C15-
OH), 9.37 (s, 1H, H-11) ppm. C{'H} RMN (75.47 MHz, (CD;),CO)) &: 111.81 (C-1),
114.92 (C-14, C-16), 120.34 (C-9), 121.00 (C-13, C-17), 124.04 (C-3), 125.46 (C-7),
125.89 (C-5), 126.04 (C-m), 126.60 (C-p), 128.75 (C-8), 129.15 (C-6), 132.59 (C-10),
133.32 (C-4), 133.77 (C-0), 138.67 (C-12), 139.27 (C-i), 156.95 (C-11), 158.03 (C-15),
164.01 (C-2) ppm. '"B{'H} RMN (96.29 MHz, (CD5),CO)) &: 8.89 ppm. APCI-MS: m/z
(%): 428.18 (47.85) [M*1], 380.18 (43.01) [M* -C4], 350.13 (47.85) [M* -C,Hs], 302.13
(100) [M*-C4], 364.10 (9.14) [M* -CH;CH].
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°B

Sintesis de (S,E)-2-(((2-((difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)amino)-3-(1H-

indol-3-il)acido propanoico (Sa)

Una solucion de de (S,E)-2-(((2-
hidroxinaftalen-1-il)metileno)amino)-3-(1H-indol-3-
i)acido propanoico 5 (0.1 g, 0.279 mmol) y é&cido
difenilborinico (0.12 g, 0.558 mmol) en metanol se
calentaron a reflujo durante 48 H, utilizando un trampa

Dean-Stark para la eliminacion del agua. La mezcla de

reaccion se enfrié lentamente a temperatura ambiente.

El precipitado se filtr6 y se lavé con hexano. El p

producto obtenido fue un sélido amarillo con un
rendimiento del 85%. p.f.: 188 °C. UV/VIS (MeOH): Aups/maxs amax*104: 407 nm, 0.68 M~
'em™. "H RMN (400 MHz, (CD3),SO)), &: 3.30 (dd, 1H, *J = 7 Hz, H-14a), 3.51 (dd,
1H, °J = 7 Hz, H-14b), 4.62 (1, 1H, °J = 13 Hz, H-12), 6.89 (+, IH, *J = 16 Hz, H-3), 7.12
(m, 12H, H-18, H-19, 4H-0, 4H-m, 2H-p), 7.27 (m, 2H, H-7, H-23), 7.35 (m, 2H, H-8, H-
17), 7.51 (¢, 1H, *J = 16 Hz, H-20), 7.63 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-6), 7.84 (d, 1H, °J = 8 Hz,
H-4), 8.07 (d, 1H, *J = 12 Hz, H-9), 9.06 (s, 1H, H-11), 10.98 (s, 1H, H-22) ppm.
BC{'H} RMN (100 MHz, (CD;),S0)), &: 31.14 (C-14), 64.20 (C-12), 108.66 (C-
16),110.14 (C-1), 111.97 (C-17, C-21), 118.60 (C-19, C-20), 119.24 (C-9), 120.17 (C-
18), 121.22 (C-7), 121.78 ( C-23), 124.44 (C-3), 125.14 (C-15), 126.64 (C-8), 127.33 (C-
m) 127.52 (C-p), 129.18 (C-6), 129.58 (C-5), 131.60 (C-0), 132.24 (C-i), 136.72 (C-4),
160.33 (C-11), 163.13 (C-2), 172.01 (C-13) ppm. '"'B{'H} RMN (128 MHz, (CD3),SO)
8: 22.80 ppm. APCI-MS: m/z (%): 523.21 (97.79) [M*1], 445.17 (100) [M* -C¢Hs],
359.14 (16.57) [M* - BCgHs], 130.06 (23.75) [M" - C13H,003N].
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5

B | Sintesis de  (S,E)-2-(((2-((difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)amino)-3-(4-

hidroxifenil)4cido propanoico (6a)

La preparacion del borinato 6a se realizé6 como el
borinato Sa a partir del ligando 6 (0.1 g, 0.298 mmol) y
acido difenilborinico (0.13 g, 0.596 mmol). El producto
obtenido fue un soélido amarillo con un rendimiento del
89%. p.f.: 178 °C. UV/VIS (MeOH): Awsimaxs Emax™10%: 403
nm, 0.47 M'em™. '"H RMN (400 MHz, (CD3),S0)), &: 3.02
(dd, 1H, *J = 7 Hz, H-14a), 3.26 (dd, 1H, *J = 7 Hz, H-14b),
4.41 (1, 1H, °J = 14 Hz, H-12), 6.64 (d, 1H, °J = 8 Hz, H- P
17), 6.69 (d, 1H, °J = 8 Hz, H-19), 6.81 (d, 1H, °J = 8 Hz,
H-3), 7.16 (m, 12H,H-16, H-20, 4H-0, 4H-m, 2H-p), 7.40 (¢, 1H, *J = 16 Hz, H-7), 7.61
(1, 1H, *J = 16 Hz, H-8), 7.86 (d, 1H, J = 8 Hz, H-6), 7.97 (d, 1H, *J = 8 Hz, H-4), 8.09
(d, 1H, °J = 8 Hz, H-9), 9.18 (s, 1H, H-11), 9.40 (s, 1H, C18-OH) ppm. “C{'H} RMN
(100 MHz, (CD3),S0)), &: 31.13 (C-14), 65.50 (C-12), 110.27 (C-1), 120.42 (C-9),
121.25 (C-17, C-19), 124.55 (C-3), 126.39 (C-5), 126.66 (C-7), 127.36 (C-m), 127.49 (C-
p), 127.57 (C-8, C-16), 129.35 (C-15), 130.70 (C-20), 130.88 (C-6), 131.62 (C-0), 132.26
(C-i), 133.42 (C-10) 139.72 (C-4), 157.04 (C-18), 160.48 (C-11), 171.64 (C-2), 174.07
(C-13) ppm. "B{'H} RMN (128 MHz, (CD3),SO) &: 22.53 ppm. APCI-MS: m/z (%):
500.20 (48.61) [M*1], 422.15 (100) [M* -CgHs], 336.12 (44.19) [M" - BCsHs], 136.07
(92.26) [M* - C1,HoO,N].
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5

B | Sintesis de (S,E)-2-(((2-((difenilboril)oxi)naftalen-1-il)metileno)amino)-3- acido

fenilpropanoico (7a)

La preparacién del borinato 7a se realizé como el
borinato Sa a partir del ligando 7 (0.1 g, 0.313 mmol) y
acido difenilborinico (0.14 g, 0.626 mmol). El producto
obtenido fue un sélido amarillo con un rendimiento del
90%. p.f.: 156 °C. UV/VIS (MeOH): Aubs/maxs smax*104:
398 nm, 0.84 M'cm”. '"H RMN (400 MHz, (CD3),S0)),
8: 3.22 (dd, 1H, *J = 7 Hz, H-14a), 3.37 (dd, 1H, °J = 7
Hz, H-14b), 4.46 (1, 1H, °J = 14 Hz, H-12), 7.00 (m, 2H, 0
H-17, H-19), 7.14 (m, 9H, H-3, H-16, H-20, 4H-p, 2H-m),
7.26 (m, 5H, H-18, 4H-0), 7.42 (1, 1H,°J = 16 Hz, H-7), 7.64 (¢, 1H, °J = 16 Hz, H-8),
7.87 (d, 1H, *J = 8 Hz, H-6), 8.05 (d, 1H, *J = 8 Hz, H-4), 8.10 (d, 1H, *J = 8 Hz, H-9),
9.33 (s, 1H, H-11) ppm. “C{'H} RMN (100 MHz, (CD3),S0)), &: 38.14 (C-14), 65.36
(C-12), 110.43 (C-1), 120.59 (C-9), 121.26 (C-19, C-17), 124.60 (C-3), 126.67 (C-7),
127.37 (C-7, C-m), 127.58 (C-8, C-16), 129.11 (C-p), 129.37 (C-15, C-20), 129.65 (C-6),
129.78 (C-0), 132.26 (C-i), 133.41 (C-10), 136.58 (C-18), 139.75 (C-4), 160.63 (C-11),
163.29 (C-2), 171.51 (C-13) ppm. ''B{'H} RMN (128 MHz, (CD3),SO) &: 26.25 ppm.
APCI-MS: m/z (%): 484.20 (100) [M*1], 406.16 (66.29) [M* -C¢Hs], 320.12 (88.39) [M" -
BC¢Hs].
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Figura S30. Espectro de masas de alta resolucion del ligando 7.
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Figura S34. Espectro de infrarrojo del borinato 1a.
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Figura S36. Espectro de RMN de 'H (CDCls) del borinato 2a.
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Figura S44. Espectro de infrarrojo del borinato 3a.
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Figura S53. Espectro de RMN de ''B (DMSO) del borinato 5a.
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Figura S55. Espectro de RMN de 'H (DMSO) del borinato 6a.
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Figura S59. Espectro de RMN de 'H (DMSO) del borinato 7a.
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Figura S61. Espectro de RMN de ''B (DMSO) del borinato 7a.
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