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INDICE DE COMPUESTOS SINTETIZADOS

HO
1 2
(1Z,N'E)-N'-((2-hydroxynaphthalen-1- (1Z,N'E)-4-hydroxy-N'-((2-hydroxynaphthalen-1-
yl)methylene)benzohydrazonic acid ylmethylene)benzohydrazonic acid

Figura | . Ligantes (1y 2) bases de Shiff.

tBu tBu
tBu
\
N—N \N

tBu OH \>—® tBu OH
HO HO tBu

3 4

(1Z,N'E)-N'-(3,5-di-tert-butyl-2- (E)-2,4-di-tert-butyl-6-((3,5-di-tert-butyl-2-
hydroxybenzylidene)benzohydrazonic acid hydroxybenzylidene)amino)phenol

Figura Il . Ligantes (3 y 4) bases de Shiff, con grupos terbutilos.
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tBu
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—N
tBu (@]
O\w > R \B\o tBu

B\o /
w4 PR

5:R=H
6: R =0OH

5: 4,6-difenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]
dioxadiazaboronina

6: 4-(6-Fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]
dioxadiazaboronin-4-yl) fenol

2,4,8,10-tetra-tert-butyl-6-
phenyldibenzo[d,k][1,3,6,2]dioxazaboronine

Figura Ill . Compuestos de boro mononucleares 5-7.
U
N—N
O

B\O

>

O\B
O
N—N
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R
R

H
OH

8
9

8: 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno
9: 4,4'-(6,6'-(1,4-phenylene)bis(naphtho[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronine-6,4-diyl))diphenol

Figura IV . Compuestos de boro binucleares 8 y 9.
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tBu

10: 1,4-bis(9,11-di-tert-butyl-4-phenylbenzo[4][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-2-yl)benzene

tBu
tBu
\
tBu O\ *N
B—¢ tBu
tBu O—3p
f N
(@) tBu
N
N\
tBu
tBu
11

11: 1,4-bis(2,4,8,10-tetra-tert-butyldibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzene

Figura V. Compuestos de boro binucleares derivados de bases de Schiff

con grupos terbutilo como sustituyentes 10 y 11.
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1.1. Introduccién

Las iméagenes celulares con fluorescencia han mostrado una gran
importancia en la biologia, medicina y areas afines, ya que son una herramienta
poderosa, no invasiva, con alta sensibilidad y resolucion.! Tipicamente las
técnicas de imagenes fluorescentes dependen de fluoréforos como:
nanoparticulas, polimeros, moléculas pequefias, etc. los cuales son excitados
principalmente con luz ultravioleta. Estas técnicas de bioimagenes son usadas
comunmente para observar fendmenos biologicos tanto in vivo, como in-vitro, a
través del uso del microscopio Confocal.? Hoy en dia el disefio y la sintesis de
nuevos materiales luminiscentes han permitido la interaccion de la fisica, la
guimica y biologia haciendo un area multidisciplinaria dando como resultado una
aplicacién de materiales luminiscentes para la obtencién de bioimagenes como

un medio para el diagndstico oportuno de enfermedades.

Asi mismo encontramos que los materiales organicos luminiscentes han
mostrado potenciales aplicaciones en optoelectronica (OLED por sus siglas en
inglés, organic light emitting diodes), materiales transportadores de electrones,
materiales para la obtencion de bioimagenes.® Una de las ventajas de los
compuestos organometalicos frente a otros materiales en la obtencion de
bioimagenes, es su facil modificacibn estructural, esto permite variar

propiedades 6pticas (fotoestabilidad, rendimiento cuantico, etc.), quimicas
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(solubilidad, baja reactividad, etc) y citotoxicas.* Derivados de boro muestran
una baja o nula citotoxicidad,®> sin embargo los métodos de sintesis son largos y
requieren condiciones especificas como atmdsferas anhidras.®

Las bases de Schiff derivadas del aldehido salicilico han sido objeto de
numerosos estudios debido a sus diversas aplicaciones en quimica, biologia y
tecnologia.” Durante las Ultimas décadas, han sido intensamente estudiadas
debido a su fuerte capacidad de coordinacién, asi como a sus diversas
actividades biolégicas, como antibacteriano, antitumoral, etc.® Estas moléculas
han recibido mucha atencion debido a sus potenciales aplicaciones en diversas
actividades  farmacologicas, como lo destacan sus propiedades
anticancerigenas,® anti-VIH,'° antibacterianas y antifingicas. Las bases de Schiff
pueden formar facilmente complejos estables con la mayoria de los metales de
transicion, en los cuales algunos pueden exhibir propiedades interesantes, por
ejemplo se han reportado bases de Schiff luminiscentes con la capacidad de
sensar iones de Zn(ll) y Cu(ll) en soluciones acuosas.!! Debido a la flexibilidad
estructural y su aplicacion para modificar las propiedades de los materiales, los
compuestos de bases de Schiff son moléculas interesantes prometedoras de
sintesis de materiales luminiscentes.

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha reportado la sintesis de
una serie de nuevos compuestos de boro luminiscentes tetracoordinados
derivados de ligantes tridentados. Ademas, presentan solubilidad en disolventes

polares; lo que permite proponer la obtencién de bioimagenes celulares.?’
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Con base en lo anterior, en el presente proyecto se propone la sintesis de
siete nuevos compuestos de boro tetracoordinados, mediante métodos de
condensacion, posteriormente estudiar sus propiedades fotofisicas esperando
un incremento en el rendimiento cuantico al aumentar la nuclearidad de mono a
compuestos binucleares; utilizando sustituyentes tert-butilos para minimizar la
citotoxicidad para posibles aplicaciones en la obtencién de bioimagenes en

células in-vitro.

2. Antecedentes

2.1. Compuestos luminiscentes de boro

Los compuestos de boro estan siendo ampliamente estudiados debido a
sus diversas aplicaciones como: materiales luminiscentes,*? laser,’> OLEDs,'*
materiales para Optica no-lineal,'®> materiales quimicos usados en pruebas
fluorescentes,'® entre otros. Se han reportado varios compuestos organoboro
tricoordinados, sintetizados por métodos de condensacion, los cuales presentan
propiedades como emisores de luz con color azul brillante, en la Figura 1 se
muestra el compuesto Il con la capacidad de funcionar como material
transportador de electrones.!’

Recientemente fue desarrollado un compuesto de boro | (Figura 1) como

el primer sensor fluorescente para GHB (4cido gama hidroxibutirico), el cual
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exhibe la extincibn de la fluorescencia de la propiedad GHB y permite su
deteccion en diversas bebidas; observando la interaccion como mecanismo de
transferencia de carga intramolecular inducida por un enlace de hidrogeno. Este
descubrimiento ayudara a resolver los problemas de asalto sexual facilitado por
drogas.®

Los compuestos tipo BODIPY (4,4-difluoro-4-borata-3a, 4a-diaza-s-
indaceno), ejemplo de ellos el complejo Ill, Figura 1, son fluoréforos que estan
atrayendo cada vez mayor atencién en bioaplicaciones debido a su
excepcionales propiedades fotofisicas tales como su excelente fotoestabilidad,
grandes coeficientes de absorcién molar y espectro de fluorescencia con alto
rendimiento cuantico.'® Las sondas fluorescentes activadas por el pH incluyendo
un BODIPY se han desarrollado recientemente para la deteccion de canceres y
monitorizacion de la terapia en tiempo real. Sin embargo, la propiedad o6ptica
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

aplicaciones en obtencion de bioimagenes.?°
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Sensor fluorescente LEDs

\

/ Il

A

Compuesto de boro
luminiscentes

Bioimagenes

Figura 1. Posibles aplicaciones de los compuestos organoboro.

2.2. Bioimégenes luminiscentes.

La luminiscencia en bioimagenes ofrece un enfoque Unico para la
visualizacion de detalles morfolégicos de tejidos y se ha convertido en una
herramienta poderosa para la manipulacién y la investigacion de microespecies

de las células vivas. En bioimagenes, las sondas luminiscentes se utilizan para
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etiquetar una molécula de interés, que preste sefiales luminiscentes, dentro de

las cuales podemos encontrar proteinas luminiscentes,?® nanocristales

22 23

semiconductores,?? colorantes organicos,®> complejos metalicos®® entre otros
compuestos que han sido sintetizados; el disefio de los sistemas luminiscentes
es crucial para la investigacion en la deteccion de enfermedades. Otra area
importante son las bioimagenes in-vitro ya que podemos encontrar numerosas
aplicaciones tales como seguimiento celular, imagenes de tumores y dirigirlos a
terapia.®

Los complejos organometalicos mas usados comunmente como
fluoréforos en aplicaciones para la obtencién de bioimagenes son basados en
complejos d® de iridio(lll) o renio(l), muy pocos complejos de rodio, d'° oro(l) y d®
platino(ll), sin embargo el costo de sintesis es mas alto ya que los materiales de
iniciales son mas costosos .%°

Para utilizar un material como fluoréforo para generar bioimagenes deben
presentar las siguientes caracteristicas: habilidad de entrar a la célula,
localizarse en ciertos compartimentos, ser biocompatible, no toxico, 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 destruccién de

agentes, rendimiento cuantico luminiscente, mostrar alta selectividad, excelente

sensibilidad y la respuesta rapida en detectar el analito en muestras bioldgicas.*
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2.2.1. Compuestos de boro Iuminiscentes aplicados para Ila

obtencion de bioimagenes

Los recientes estudios de los compuestos aza-BODIPYs frente a las
células HEp2 a concentracionesde 10 0 HYLGHQFLDURQ XQD UiSLGD DF
del compuesto en la célula mostrando fluorescencia color rojo brillante, el
complejo IV (Figura 2), se observdé en todos los sitios subcelulares, los
complejos V y VI (Figura 2) se acumularon en la mitocondria, lisosoma y aparato
de Golgi. Las bioimagenes se obtuvieron en el microscopio DMRXA y la baja
toxicidad fue determinada a 100 0 ?’ El compuesto VII (Figura 2) frente a las
células HelLa presentd fluorescencia color rojo en el citoplasma a
concentracionesdel 0 HVWH FRPSOHMR PXHVWUD SDUFLDO VR
alta solubilidad en metanol con 19 - 6 % de rendimientos cuanticos
luminiscentes, lo cual lo hace méas permeable a las células.?®
Youngmi Kim y colaboradores han reportado que el compuesto VIii
(BODIPY, Figura 2) a concentraciones de 2.5 0 exhibe una fluorescencia tras
la reaccidon con la tirosinasa y mostraron que se emplea facilmente para la
evaluacion de la actividad de la tirosinasa y actividad inhibidora. Utilizaron el
microscopio Confocal para la visualizacion de la tirosinasa enddgena en la

actividad en células de melanoma B16F10.2°
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IV: R= CN
V:R=CF3
VI: R=NH;

Figura 2. Compuestos tipo BODIPY con aplicaciones para la obtencion

de bioimagenes.

El uso de subtalocianinas como fluoréforos para pruebas de fluorescencia
in vitro en la obtencién de imagenes de células se logra mediante microscopia
Confocal y bifotonica, las concentraciones utilizadas fueron de 10 0 SDUD
formacion de imagenes, estos compuestos no mostraron citotoxicidad hacia las
células de melanoma B16F10, permitiendo ser aplicados en futuras
investigaciones en pruebas in vivo. Los compuestos IX y X (Figura 3)
hidrofébicos fueron activados para lograr su permeabilidad a la célula mediante
el uso de técnicas de nanoencapsulacion y adicion de cadenas de grupos alquil
sulfonato. Estos materiales presentan la desventaja de requerir varios pasos
para la para la obtencibn del compuesto, asi como bajos rendimientos

quimicos.*°
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IX:

R=NO
X: R= N(CHZCH2CHZSO3Na) X

Figura 3. Compuestos organoboro que presentan fluorescencia para la

obtencion de bioimagenes.

Los sistemas de boro fluorescentes basados en nitrdgeno (NNN) o
nitrégeno y oxigeno (ONO) que contienen ligantes tridentados, se caracterizan
por una alta estabilidad térmica y quimica, muestran desplazamientos Stokes en
su mayoria por encima de 3200 cm, fuerte fluorescencia color azul y verde,
rendimientos cuanticos en solucién y en estado sélido hasta de un 40%. El
compuesto Xl (Figura 3) actia como un medio de contraste para imagenes de
células, mediante la union las membranas nucleares de células HelLa. Los
resultados antes mencionados de los compuestos que contienen ligantes
tridentados demuestran la amplia aplicabilidad en la quimica supramolecular y

medicinal 3!
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Tabla 1. Resumen de propiedades de complejos organoboro utilizados

para obtencion de bioimagenes.

Complejo Método de Rendimiento HPLVI Rendimiento Citotoxicidad
sintesis guimico (%) (nm) cuantico ())

v 37 754 0.36 0

Vv 46 740 0.38 0
Vi Condiciones <50 684 0.19
VIII anhidras 78 512 0.001 0

IX 78 572 0.14 0

X 12 575 0.036 0

Xl 65 511 0.14 1.3%

Sin embargo una de las desventajas de la mayoria de los compuestos de
boro con propiedades fluorescentes es su complicado método de sintesis, ya
gue requieren varias etapas y condiciones especificas como el uso de
atmosferas inertes y disolventes secos (Tabla 1) ya que utilizan el BFs como
reactivo el cual al contacto con humedad forma HF, siendo complicado su
manejo, ademas de su bajo rendimiento quimico.®? Teniendo en cuenta lo
anterior y las posibles propiedades fluorescentes, estabilidad y la solubilidad
surge el interés de sintetizar compuestos organoboro por métodos de
condensacion simples y econémicos, con propiedades para uso en bioimagenes

in-vitro.

10
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2.3. Rotores moleculares fluorescentes

Dentro de los compuestos de boro luminiscentes encontramos aquellos
gue presentan la propiedad de rotores moleculares fluorescentes; en los cuales
la emision es susceptible a cambios por la viscosidad del medio.3®
Recientemente este tipo de compuestos han recibido atencién por la
dependencia de la viscosidad del medio con el rendimiento cuantico
luminiscente.?* Esto es debido a que la viscosidad juega un importante area de
estudio en los organismos. Las imagenes celulares fluorescentes con rotores
moleculares es una técnica que ayuda a estudiar sistemas biologicos a
microescalas.®® También encontramos que los rotores moleculares pueden ser
aplicados como sensores de viscosidad en bio-fluidos.3®

Recientemente compuestos organoboro han mostrado interesantes
propiedades, podemos encontrar diferentes tipos de rotores luminiscentes de
boro: BODIPYs, derivados de chalconas y boronatos (Esquema 1, XII-XXI).%7
Actualmente los tipo BODIPYs son los mas estudiados; Benniston y
colaboradores reportaron que el compuestos XII puede ser usado en ciertos
fluidos ya que responde a cambios de presién y viscosidad del medio, el
mecanismo que se ve involucrado, es el giro del grupo funcional meso-fenil.3®
Otro ejemplo, Shiraishi et al. reporté el compuesto XVI que muestra la propiedad
de termometro fluorescente en agua; el incremento de la fluorescencia en el

copolimero, es debido a que se incrementa la viscosidad del medio,*®

11
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comportamiento similar al compuesto Xlll, el cual la intensidad de fluorescencia

es observada, cuando se restringe la rotacion del grupo fenilo en un medio de

alta viscosidad,

esta propiedad puede ayudar para desarrollar mediciones de

viscosidad practicas y versatiles.*° Otros grupos han investigado derivados de

chalconas, Klymchenko y colaboradores reportaron que el compuesto XVIII

presenta la propiedad de solvacromismo y actda como rotor molecular sensible a

cambios de viscosidad.*!

Rotores moleculares fluorescentes de organoboro

BODIPYs w
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N F F_ F
VAR N F_F
Q’Q — Q NFF U#\? oo
N s ~ \‘ s tBu O
SAas o U O, e
XVIl O’ ! ' i dm
u

Esquemal.

XX XXI Este trabajo

Rotores moleculares luminiscentes de compuestos organoboro.
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Actualmente ha surgido una importante area de estudio en funcién a
sensores fluorescentes en solucion y estado sélido. Con la ventaja de poder ser
estudiados a nivel micro (para obtencién de bioimagenes) y en estado sélido
estos compuestos presentan ventajas en términos de sensibilidad, selectividad y
su facil deteccion a cambios de fluorescencia en diferentes sistemas.*?
Previamente complejos con metales de transicion han sido reportados que
exhiben la propiedad de cambio de color al ser expuestos a diferentes
temperaturas, este fendmeno es llamado termocromismo luminiscente y
representa un importante area en estado s6lido.** Los materiales termocromicos
ofrecen una potencial aplicacion tecnoldgica, por ejemplo: en termometros,
sensores de temperatura, sefiales de alarma y dispositivos optoelectronicos.**
Un interesante estudio de propiedades termocromicas complejos de cobre fue
reportado por Dias y colaboradores, estos compuestos son promesa para
aplicaciones como sensores.*® Otro ejemplo es un ciimulo de ioduro de cobre, el
cual muestra termocromismo luminiscente reversible con una emision intensa
color naranja.*®

Recientemente en el grupo de investigacion se han sintetizado diferentes
complejos de boro tetracoordinados, algunos de ellos presentan la propiedad de
rotores moleculares (Figura 4), con bajas emisiones fluorescentes (< 1%),*" el
bajo rendimiento cuéantico ()) se puede deber a que el atomo de boro no se
encuentra dentro del plano. Por otro lado, se ha reportado que las interacciones
WLSE Q VLV\Wiespdésl8dalizados en compuestos de boro, también

reducen el rendimiento cuantico.*® Una estrategia para eliminar o reducir este

13
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tipo de interacciones intermoleculares es con la adicién de grupos voluminosos
en los sistemas planos. Por lo tanto, para mejorar las propiedades fotofisicas de
los complejos de boro se propone sintetizar mediante condensacion siete
nuevos compuestos organoboro derivados de bases de Schiff, con sustituyentes
terbutilos, en algunos complejos se duplicara la nuclearidad y aplicarlos como

materiales en la obtencion de bioimagenes en células de melanoma murino.

R1Qﬂ\ XXII: Ry = Et,N, R, = H

N—N\ XXIIl: R; = MeO, R, = H
N Ra  XXIv: R, = EtN, R, = NO,
pr? XXV: R; = MeO, R, = NO,

Figura 4. Compuestos organoboro tetracoordinados derivados de bases

de Schiff.

3.1. APORTACION CIENTIFICA
Sintesis y caracterizacion de nuevos materiales luminiscentes de Boro derivados

de bases de Schiff con potencial aplicacion en la obtenciéon de bioimagenes en

células in-vitro.

14
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3.2. HIPOTESIS

Los nuevos complejos organoboro mono y binucleares derivados de
bases de Schiff presentan luminiscencia con potencial aplicacion para la

obtencion de bioimagenes.

3.3. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar compuestos luminiscentes organoboro mediante
condensaciones de bases de Schiff, con aplicaciones en la obtencion de

bioimagenes in vitro.

3.4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Realizar la sintesis quimica por condensacion de los compuestos
organoboro.

2.- Caracterizacion de los complejos organoboro por métodos espectroscopicos:
RMN (H, 3C, 11B), UV-Vis, IR, fluorescencia, espectrometria de masas de alta
resolucion.

3.- Determinar la citotoxicidad de los compuestos organoboro obtenidos.

4.- Obtener las bioimagenes en células de melanoma murino B16F10.

15
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4. METODOLOGIA GENERAL

4.1.- Sintesis de los ligantes

Los ligantes fueron sintetizados mediante la condensacion de
benzohidrazina con el correspondiente salicilaldehido 1-3 (Esquema 2). Para el
ligante 4 fue necesario realizar el precursor 4,6-di-tert-butil-1-fenol-2-amina
segun la metodologia reportada®®, la purificaciéon de cada ligante se realizd por
medio de re-cristalizacion en diferentes disolventes, para obtener una mayor

pureza.

e
o \
D Y Y
OH tBu OH

O \ Reflujo H Reflujo \
- N—-NH R Metanol H,N-N Metanol N—NH
S —
}—@R tBul OH
o -H,0 o o

-H,0

1: R=H 3
2: R=0OH
tBu
tBu tBu tBu tBu
(CH,NH,),
. AcN A \N
o 2-propanol H,N ¥
T = >
\0 tBu OH
-H,0
0 tBu HO tBu tBuf OH HO tBu

Esquema 2 . Sintesis de los ligantes (1-4) bases de Schiff.
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4.2. Sintesis de los complejos mononucleares y binucleares

Los complejos organoboro se sintetizaron por condensacion del &cido

fenilborénico con el apropiado ligante a reflujo, utilizando trampa de agua,

removiendo el agua formada mediante destilacion azeotrépica (acetonitrilo-agua

76.5 °C).° En los Esquemas 3 y 4 se muestra la ruta de sintesis de los

compuestos organoboro, se obtuvieron tres compuestos

mononucleares y cuatro compuestos organoboro binucleares.

organoboro

tBu

27

tBu OH

PhB(OH),, reflujo

B(OH),
\
-N
172
O
O B(OH)2, reflujo B—o
Acetonitrilo
-

O Acetonitrilo
\
-2 H,0 N—NH -4 H,0
OH )—@—R o
O ~

B(OH), Q_\}\J— N
)

12 B

B(OH);, reflujo
Acetonitrilo
_—
-4 H,0 —

Esquema 3. Sintesis de los complejos de boro.
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Bu
B(OH),
tBu B
PhB(OH),, reflujo B(OH);, reflujo - *®
\ Acetﬂnltrllo Acetonitrilo
- =
tBu 0. JI
< 2 H,0 -4 H,0
/B\o tBu : ?
Ph

O—p

: g*@"

Esquema 4. Sintesis de los complejos organoboro con cuatro grupos

ter-butilos.
4.3. Determinacién de propiedades fotofisicas

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocé 1 mg de muestra y se
disolvi6 en THF o cloroformo grado HPLC y se procedi6 a realizar las
absorciones UV-Vis, utilizando el disolvente como blanco, como estandar fue
necesario preparar una solucion de sulfato de quinina en acido sulftrico 0.1M a

0.04 de absorbancia determinada a 310 nm.

4.3.1. Determinacion de espectros de emision

Los espectros de emision fueron determinados en tres soluciones de las
muestras (0.04, 0.06, 0.09 de absorbancia al maximo de absorcion en UV-Vis),
fijando la longitud de onda de maxima absorcion en UV-Vis a tres Slit (2.5, 5,

10).

18
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4.4. Determinacion de citotoxicidad y obtencién de bioimagenes

La citotoxicidad de los compuestos organoboro se determinaron mediante
el ensayo de viabilidad azul Alamar, el cual consiste en un reactivo (resazurina)
compuesto no toxico, permeable a las células y de color azul. Al entrar en las
células, resazurina se reduce a resorufina, que produce fluorescencia roja muy
brillante o rosa. Las células viables realizan esta reaccion, generando asi una
medida cuantitativa de la viabilidad o citotoxicidad.>!

Para la obtencion de bioimagenes, se realiza un cultivo celular,
posteriormente se prepara una suspension de 100,000 células por mililitro, en
una placa se coloca 1 mL de células en cada pocillo y se afiade el compuesto a
evaluaU D XQD FRQFHQWU D,ké inQub@tHlurande Ploras a 37 °C en
un ambiente al 5% de CO2, posterior se realiza un lavado con buffer fosfato

salino y se procede a evaluar en el microscopio Confocal.

4.5. Material y equipo

El lugar de trabajo para el proyecto fue en la division de Estudios de

Posgrado de Ciencias Quimicas en el Laboratorio de Materiales Ill. Todos los

materiales de partida son del proveedor Aldrich y los disolventes se utilizaron sin

realizar purificacion.
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Tabla 2. Equipo utilizado.

Material /Equipo

Material de laboratorio

Difractometro de rayos-X: Bruker SMART APEX

IR 1600 Perkin Elmer.

Resonancia Magnética Multinuclear, Bruker

advance DPX 400.

Espectrometria de Masas: AB Sciex APl 2000

LC/MS/MS System.

Fluorémetro Perkin Elmer LS 50B

UV-VIS Espectrofotometro Shimadzu 2401 PC

Microscopio Confocal TCS SP5 Leica

4.6.- Disposicion de Residuos

Tabla 3. Disposicion de los residuos generados durante las sintesis de

compuestos organoboro.

Residuo Tipo Disposicion
THF Grupo 14 Eteres

Acetonitrilo Grupo 26 Nitrilos

Benceno Grupo 16  Hidrocarburos | Contenedor E
Tolueno aromaticos

Benzohidracinas

Grupo 8 Azo compuestos etc.

Diclorometano Grupo 17
Organohalogenados

Aminas Grupo7 Aminas Contenedor C

Acidos y Bases | Grupo 1 y 10 Acidos y bases | Contenedor B

inorganicos inorganicos
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de los ligantes bases de Schiff

5.1.1. Datos de RMN de los ligantes 1- 4

El espectro de RMN de !H del ligante 1 mostré un grupo de nueve
sefiales correspondientes a los protones aromaticos, a 9.49 ppm se observa el
protén imino H-11 caracteristico de una base de Schiff,>? el protén del NH y del
grupo hidroxilo aparecen a frecuencias altas de 12-12.6 ppm como se esperaba,
Figura 5, el espectro del ligante 2 presenta desplazamientos semejantes al
ligante 1, con la diferencia de una sefal simple correspondiente al proton del
grupo sustituyente hidroxilo a 10.26 ppm.

En el espectro de RMN de 13C para el ligante 1 mostré 19 sefales
diferentes, a 158.15 ppm se observo el desplazamiento del carbén imino (Figura

6), para el ligante 2 el carb6n imino aparece a frecuencias mas bajas de 146.35

ppm.
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Figura 5. Espectro [ @pm] de RMN de 'H en DMSO-ds para el ligante 1.
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Figura 6. Espectro [ @pm] de RMN de 13C en DMSO-ds para el ligante 1.
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El espectro de RMN de protén para el ligante 3 muestra cinco sefiales de
protones aromaticos a 8.53 ppm, aparece el desplazamiento del proton imino, en
la zona alifatica a 1.45, 1.30 ppm, ademas se observan dos sefiales simples que
integran para 18 protones correspondientes a los protones de los grupos
sustituyentes ter-butilos. Para el ligante 4 muestra cuatro sefiales dobles en el
area aromatica correspondientes a los protones 4, 6, 9 y 11 los cuales presentan
este desdoblamiento debido a la interaccibn de un protdn vecino a cuatro
enlaces (formando una W), el proton del grupo OH se aprecia a frecuencias altas
de 12.92 ppm y el protén imino a 8.13 ppm similar al ligante 3, los protones de
los grupos sustituyentes ter-butilos aparecen a frecuencias bajas observandose
cuatro sefales simples que integran para 36 protones (Figura 7).

En la Tabla 4 se muestra los principales desplazamientos de '3C para los
ligantes 1- 4, donde podemos observar el carbon imino aparece a frecuencias
altas de 150-165 ppm, debido al entorno electrénico provocado por la
desproteccion.

Tabla 4. Sefiales de 13C RMN (ppm) para los ligantes 1-4.

Ligante ci1/C7 C2 C12/C8
1 158.15 160.90 163.89
2 146.35 161.50 162.64
3 151.07 155.64 162.56
4 165.45 146.71 137.46
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Figura 7. Espectro [ @pm] de RMN de 'H en CsDs para el ligante 4.

5.1.2. lon molecular y fragmentacién de los ligantes 1-4

Los espectros de masas de las moléculas 1-4 se obtuvieron por el método

de TOF (time of flight), en la tabla 5 muestran los iones moleculares para dichas
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moléculas donde podemos observar baja diferencia entre el valor calculado y el

encontrado, confirmando la obtencién de las bases de Schiff.

Tabla 5. Datos de masas de alta resolucion para los ligantes 1- 4.

Ligante Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia (ppm)
1 291.1128 291.1128 0.5004
2 307.1079 307.108 0.4332
3 353.2223 353.2225 0.4222
4 438.3367 438.3368 0.3639

En el espectro de masas del ligante 2 se observa el pico base a
307.107852 m/z (100%) correspondiente al ion molecular, también observamos
un fragmento a 613.208389 m/z (3.6%) el cual se propone la formacion de un
dimero del ligante, esto debido a interacciones por puentes de hidrogeno entre el
grupo OH con el par de electrones del oxigeno de dos moléculas del ligante

(Figura 8).
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Figura 8 . Espectro de masas de alta resolucion para el ligante 2.

5.1.3. Andlisis de los datos de IR de los ligantes 1- 4

Los espectros de IR para los ligantes muestran la banda de estiramiento
C=N alrededor de 1580-1630 cm, caracteristica de una base de Schiff, la
absorcién de OH aparecen a 3200 +3000 cm, (Esquema 5) la vibracién del
C=0 es mayor que la banda de C=N debido a la electronegatividad del oxigeno,

provocando una sefial de mayor intensidad.
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1
C=N 1640 cm*?
O-H 3167 cm?
C=0

C-H aromatico

tBu

\
N—NH
DO
(0]
3
3

C=N 1586 cm!
O-H 3066 cm?
C=0 1594 cm!
C-H aromético 3052 cmt?

2

1635 cm™? O
3250 cm1? O \N—NH

1590 cm™?

3022 cmt?

tBu
tBu

tBu OH
HO tBu

4
1629 cm?
3063 cmt
1584 cm*

2960 cmt?

Esquema 5. Bandas de absorcion en IR para los ligantes 1-4.

5.2. Caracterizacion de los complejos de boro

Una vez sintetizados y caracterizados los ligantes se procedi6 a sintetizar

los complejos mononucleares por el método tradicional,*! inicialmente se

propuso utilizar benceno como medio de reaccion, después de analizar y realizar

varias pruebas se cambio el disolvente por acetonitrilo, debido a que presenta

menor toxicidad.
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5.2.1. Datos de RMN de los complejos mononucleares de boro 5-7

Los espectros RMN de !H para los complejos mononucleares 5 al 7
muestran los desplazamientos del protén imino con un ligero corrimiento hacia
frecuencias bajas comparado con el ligante (5: a 8.71, 6: a 9.10 y 7: a 8.78
ppm), también desaparecen las sefiales simples de los protones del grupo
hidroxilo y N-H lo cual confirma la coordinacion del ligante con el atomo de boro,
asi mismo aparecen tres desplazamientos traslapados correspondientes a los
protones arométicos del fenilo enlazado al atomo de boro, lo anterior lo podemos

observar en la Figura 9 para el complejo 5.

—8.11
—7.87
—7.65
—7.a1
—7.33
—7.08

11

Figura 9 . Espectro [ @pm] de RMN de 'H en CDCIs para el complejo 5.
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Los espectros de *C RMN para los complejos 5 al 7 mostraron el
desplazamiento del carbon imino a frecuencias bajas debido a la coordinacion
del &tomo de boro con el ligante, ya que el carbén imino se encuentra protegido
por la deslocalizacion electrénica (ver Tabla 6), para realizar una asignacion
inequivoca de los desplazamiento de los atomos de protén y carbdn fue
necesario realizar experimentos en dos dimensiones donde se muestra los
espectros de Correlacion Homonuclear *H/*H (COSY) y Heteronuclear *H/13C
(HETCOR). Debido al traslape de sefales del complejo 6, en el experimento
COSY muestra las correlaciones entre los protones a un enlace de distancia
H8/H9, H6/H7, H16/H15, H3/H4 (Figura 10), una vez asignadas las sefales de
protén, son correlacionas con los desplazamientos de carbono en el espectro de
HETCOR (Figura 11).

En la Figura 12 se muestra la correlacion de protén - carbono para el
complejo 7, en este espectro se aprecia el traslape de dos sefales siguletes de
los protones alifaticos de los grupos terbutilos (3,12 y 5, 10) con sus

correspondientes valores de ppm de 13C.
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Figura 10. Espectro [ Gopm] de RMN (COSY) en THF-ds para el complejo
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Figura 11. Espectro [ Gopm] de RMN (HETCOR) en THF-dg para el

complejo 6.
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Figura 12 . Espectro [ Gpm] de RMN (HETCOR) en THF-dg para el

complejo 7.

Los espectros de RMN de ''B (THF-dg) para los complejos 5 al 7
mostraron sefiales anchas como se puede observar en la Figura 13, esto es
debido a que el isotopo B tiene un spin 3/2 y presenta un bajo momento
guadrupolar con lenta relajacion,>® los desplazamientos de !B para los
complejos mononucleares se muestran en la Tabla 6, observando valores de 7-8
ppm caracteristicos de un boro tetracoordinado, comparandolo con moléculas ya

reportadas.>
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Figura 13 . Espectro [ Gpm] de RMN de !B para el complejo 5.

Tabla 6. Desplazamientos de *H, 13C y 1B para los complejos mononucleares,

comparando con los ligantes.

Molécula | *H imino *2C imino !B (ppm)
Ligante 1 9.50 158.15 -
5 8.71 142.71 8.06
Ligante 2 9.48 146.35 --
6 9.10 143.62 7.32
Ligante 4 | 8.13 165.45 --
7 8.78 151.73 7.88
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5.2.2. Datos de los espectros de masas de alta resolucion para los

complejos 5 al 7.

Los espectros de masas de alta resolucién de los compuestos 5 a 7
muestran el pico base el cual corresponde al ion molecular protonado (Tabla 7),
seguido se observa la fragmentacion cuando pierde el &tomo boro con el fenilo,
guedando el fragmento del ligante; para los complejos 5 y 6 se aprecia la
formacion de un dimero debido a las interacciones intermoleculares por puentes

de hidrégeno (Figura 14, Esquema 6).
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Figura 14 . Espectro de masas de alta resolucion para el complejo 5.
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Esquema 6. Fragmentos moleculares para los compuestos 5y 6.

Masas de alta resolucion para los complejos (5-7) asevera la obtencion de
los mononucleares ya que presenta bajos valores de desviacion entre los iones

moleculares encontrados y los calculados.

Tabla 7. lon molecular de los complejos 5 - 7

Complejo [M]* Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia ppm
5 377.1467 377.1462 1.2512
6 393.1405 393.1403 0.5300
7 524.3694 524.3696 0.2500

5.2.3. Andlisis de los datos de IR de los complejos de boro 5-7

Los espectros de IR de los complejos de boro 5-7 muestran un
corrimiento de la banda de estiramiento del enlace C=N (Tabla 8) hacia
frecuencias menores comparando con el ligante, ya que el enlace C=N tiende a

ser mas grande por la coordinaciéon del atomo de nitrdgeno con el atomo de

34



Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

boro, similar a lo reportado.®® En el espectro también se alcanza a apreciar las
absorciones para sistemas aromaticos, las vibraciones de los enlaces C-H a

(2950 aprox.) cm-t

Tabla 8. Principales bandas (cm™) de IR para los complejos 5-7.

Banda Complejo 5 Complejo 6 Complejo 7
C=N 1558 1603 1627
C-H aromatico 2957 2945 2957
B-O -- 962, 1359 956, 1353

5.2.4. Andlisis de las estructuras en estado sélido por difraccion de

rayos X de los complejos mononucleares.

El complejo 5 y 7 cristalizaron en disolvente acetonitrilo, los cristales del
complejo 6 se obtuvieron de THF-ds, la caracterizacion por difraccién de rayos X
de los complejos mononucleares confirma que las estructuras propuestas en
soluciéon son similares en estado solido. Estas moléculas muestran la
coordinacion tetraédrica del atomo de boro formando dos heterociclos de cinco y
seis miembros, los cuales provocan la distorsion de la geometria tetrahedral y

gue el atomo de boro se encuentre fuera del plano del ligante Figuras 15-17.
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Heterociclo 6
miembros

Heterociclo 5
miembros

Figura 15 . Estructura de rayos X monocristal para el complejo 5.

Figura 16 . Estructura de rayos X monocristal para el complejo 6.
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Figura 17 . Estructura de rayos X monocristal para el complejo 7.

Tabla 9. Comparacion de longitudes de enlace y angulos para los complejos 5-7

y la molécula XXIII.

Enlaces / Angulos 5 6 7 XXl
B1-01 1.500 (2)  1.469 (2) 1.457 (3) 1.505 (1)
B1-02 1.468 (2)  1.499 (2) 1.474 (3) 1.457 (2)
B1-N1 1.564 (1)  1.562 (1) 1.599 (4) 1.571 (4)

B1-C19,15 1.604 (2)  1.601 (2) 1.610 (3) 1.610 (1)
01-B1-N1 97.00 (8)  105.8 (1) 110.8 (2) 107.2 (2)
02-B1-N1 105.57 (9)  96.7 (1) 95.7 (2) 96.3 (2)
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Las longitudes de enlace B-O (1.5-1.45 A) de los complejo 5-7 son
caracteristicos para complejos de boro tetracoordinado, comparandolo con la
molécula XXIII (1.5-1.46 A) reportada por Jiménez-Pérez,*” la longitud de enlace
B1-N1 (1.56-1.59 A) muestra una coordinacion fuerte del &tomo de nitrégeno el
cual cede electronegatividad al atomo de boro (Tabla 9), esto se confirma al
calcular el porcentaje del caracter tetrahedral de 88-89% para cada molécula
(Tabla 10).56

Tabla 10. Caracter tetrahedral para las moléculas 5 %7.

Complejo Caracter tetrahedral %
5 88.58
6 88.66
7 89.70

Las estructuras de las moléculas 5 - 7 presentan interacciones
intramoleculares por puentes de hidrogeno de los atomos de oxigeno y nitrdgeno
con atomos de hidrogeno de los anillos aromaticos, como se observa en la
molécula 5, interacciones de H18-O1 (2.5118 A), H14-N2 (2.5349 A), H24-02
(2.5818 A) Figura 18.

La estructura de rayos X para el complejo 6 muestra dos moléculas del
mononuclear coordinadas con cuatro moléculas de THF-ds en la celda unidad

(Figura 19), las moléculas de THF-ds presentan interacciones intermoleculares
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con el complejo, podemos observar la estructura 2 (color verde Figura 19)
presenta interaccién del atomo de boro (B2) con un oxigeno (04) y proton (H17),
el proton H41 con el atomo de boro y oxigeno (B1 y O1) de la estructura 1 (color
amarillo), asi mismo coordinacion con un proton de una molécula de THF-dg, la
estructura 1 (amarillo) del complejo muestra interaccién intermolecular con
protones de dos moléculas de THF-ds, C18-H56B, C12-H54A, C23-H49B, C1 y
H1 #09 dichas interacciones intra-intermoleculares permiten una estabilizacion

de los complejos.

Figura 18 . Interacciones intramoleculares para el complejo 5.
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Figura 19 . Estructura de rayos X e Interacciones intermolecular del
complejo 6.

En la Figura 20 se aprecia como el atomo de boro del complejo 6 se
encuentra 0.316 A fuera del plano del ligante, presentado una deslocalizacién de
electrones ineficiente, este comportamiento se observa para los tres complejos
mononucleares, esto quiza nos da un indicio de bajas propiedades fotofisicas,
sin embargo, para la aplicacion de bioimagenes no es necesario tener altos

rendimientos cuanticos luminiscentes.
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Figura 20. Plano del ligante en la estructura de rayos X para el complejo

6.

5.3. Caracterizacion de RMN de los complejos binucleares 8-11.

Los complejos 8 - 10 presentan baja solubilidad en disolventes organicos,
lo cual complicé su caracterizacion en solucién, el complejo 10 es sensible a la

humedad ya que descompone al contacto con agua, debido a esto se almacend

bajo atmosfera de nitrégeno.

5.3.1. Caracterizacion de RMN de los complejos binucleares 8-11.

En los espectros de RMN de protdn para los complejos 8-11 desaparecen
los desplazamientos de los protones OH, NH del ligante debido a la coordinacién

con el atomo de boro, también podemos observar para los complejos 8 y 11 una
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sefal doble correspondiente al proton imino (Figura 23), probablemente debido a
que se esté alcanzando a observar los dos iminos del complejo.

Para el complejo binuclear 8 el espectro de proton muestra nueve sefales
en la zona aromética, de las cuales cinco se traslapan, el desplazamiento del
protén imino (H11) aparece a 9.03 ppm (Figura 21), para realizar una asignacién
inequivoca de estas sefiales fue necesario realizar los experimentos en dos

dimensiones (HETCOR) los cuales se presentan en la Figura 22.

Figura 21 . Espectro de RMN de 'H en THF-ds para el complejo 8.
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Figura 22 . Espectro de correlacion heteronuclear *H/*3C (HETCOR) en THF-dg

para el complejo 8.
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Figura 23 . Espectro [ @pm] de RMN de 'H en THF-ds para el complejo 11.
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De los complejos binucleares se obtuvo el espectro de resonancia !B,
para el binuclear 10, el cual muestra una sefial ancha a 7.69 ppm caracteristica
de boro tetracoordinado,®” evidenciando que los dos nuicleos de a&tomos de boro

presentan similar comportamiento ya que solo se aprecia esta sefial.

5.3.2. Anadlisis de masas de alta resoluciébn de los complejos
binucleares 8- 11.

Los espectros de masas para las moléculas binucleares 8-11 se
obtuvieron por el método TOF (time of flight), los fragmentos que se presentan y
discuten a continuacion en los esquemas pertenecen a los picos de mayor
abundancia.

El espectro de masas del complejo 8 muestra el pico base 675.236 m/z, el
cual corresponde al ion molecular protonado, también se observa una sefial a
1349.46 m/z (38%) el cual proponemos sea un dimero del complejo ver figura
24, en el Esquema 7 se presenta la fragmentacién para el complejo, donde se
aprecia un fragmento del ligante coordinado con un a&tomo de boro a 299.09 m/z

(26.7%).
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Para confirmar que se obtuvo el complejo binuclear, el patrén isotdpico
obtenido por masas de alta resolucién para el complejo se compara con uno
calculado,®® en la Figura 25 podemos visualizar que presenta igual patrén
isotopico de seis sefiales con el mismo valor de masa/carga, con esto

aseveramos la obtencion de los complejos de boro binucleares.
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Figura 25 . Comparacion de patrén isotdpico obtenido y el calculado para
el complejo 8.

Los espectros de masas para los complejos binucleares 10,11 muestran

el ion molecular 10: 799.457 m/z (9.28%) y 11: 969.685 m/z (100%), seguido la

fragmentacion del complejo eliminando primero los metilos de los grupos

sustituyentes ter-butilos, el complejo 10 presenta bajo porcentaje de ion
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molecular debido a que es inestable y descompone con la humedad, por lo cual
el fragmento del ligante 353.22 m/z presenta 100%, contrario al complejo 11 que
es estable alcanzandose a observar el fragmento del ligante coordinado con un

atomo de boro a 446.32 m/z (6.17%) (Esquema 8y 9).
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Esquema 8. Fragmentacion para el complejo 10.
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Esquema 9. Fragmentacion para el complejo 11.
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Los espectros de masas de alta resolucion nos evidencian la obtencién de
los tres complejos binucleares 8, 10 y 11 esto lo confirmamos al obtener valores
bajos de desviacion entre los iones moleculares obtenidos con los calculados,

ejemplo: en la Tabla 11 observamos que el complejo 10 presenta 0.0207 ppm de

diferencia.
Tabla 11. lones moleculares de los complejos 8, 10-11.
Complejo [M]* Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia ppm
8 675.2369 675.2368 0.1646
10 799.4568 799.4568 0.0207
11 969.6846 969.6844 0.3074

5.3.3. Datos de IR para los complejos binucleares 8,10 y 11.

Los espectros de IR para los binucleares muestran comportamiento
similar a los mononucleares el corrimiento de la banda C-N a numeros de onda
menores a los ligantes, debido a la disminucion de la longitud de enlace por la

coordinacion del &tomo de nitrégeno con el &tomo de boro.
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Tabla 12. Principales bandas (cm) de IR para los complejos 8 - 11.

Banda Complejo 8 9 10 11
C=N 1558 1629 1557 --
C-H arom. 2957 3053 3058 --
B-O 944, 1368 943, 1325 935, 1483 --

5.3.4. Andlisis de la estructura en estado solido por difraccion de

rayos X para el complejo binuclear 11.

El complejo 11 tiene grupos ter-butilos como sustituyentes a diferencia del
complejo 8 y 9, debido a esto presenta mejor solubilidad en disolventes
organicos, permitiendo obtener dos estructuras de rayos X en diferentes
disolventes: THF y acetona (grado reactivo).

En la Figura 26 se muestran las estructuras de rayos X del complejo 11,
donde se observan que cristalizan con una molécula de disolvente (A-THF y B-
acetona); en ellas confirmamos la obtencion de un complejo binuclear, con
geometria tetrahedral distorsionada, provocada por la formacion de dos
heterociclos de cinco y seis miembros alrededor del atomo de boro,

caracteristica semejante con los complejos mononucleares.
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Figura 26 . Estructuras de rayos X para el complejo 11, con una molécula

de disolvente, A) THF, B) acetona.

Las estructuras de rayos X (11A, 11B) muestran longitudes de enlace B-N
alrededor de 1.53-1.58 A, (Tabla 13) valores similares a complejos de boro
mononucleares® (5-7) esto evidencia una coordinacién fuerte entre el atomo de
nitrégeno y atomo de boro y se confirma al calcular el porcentaje de caracter
tetrahedral obteniendo valores de (90.0 +93.7% Tabla 14), adquiriendo una
coordinacion mas covalente, porcentajes mayores comparado con lo
mononucleares y moléculas reportadas®, las longitudes de enlace B-O (1.44-
1.48 A) son menores a B-N debido a la alta electronegatividad del atomo de

oxigeno. Para ambas estructuras los angulos (0O2-B1-N1 y 04-B2-N2) son
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menores a (01-B1-N1y O3-B2-N2) esto debido a la formacion del anillo de cinco
miembros.

Tabla 13. Principales enlaces y angulos para el binuclear 11.

Enlaces A / Angulos 11A 11B
B1-01 1.4594 1.451 (3)
B1-02 1.4450 1.455 (3)

B1-N1A 1.5305 1.587 (6)
B1-C29/30 1.6129 1.591 (3)
01-B1-N1 106.093 90.8 (2)
02-B1-N1 102.367 91.4 (2)

B2-03 1.4558 1.460 (3)

B2-O4 1.4787 1.471 (3)

B2-N2A 1.5477 1.563 (6)
B2-C32/33 1.6047 1.593 (3)
03-B2-N2 109.337 90.8 (3)
04-B2-N2 98.733 91.9 (2)
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Tabla 14. Carécter tetrahedral para las estructuras de rayos X del

complejo 11(A y B).

Complejo Caracter tetrahedral %
11A Borol 90.00
11A Boro 2 93.65
11B Boro 1 90.01
11B Boro 2 91.66

Las moléculas de rayos X del complejo 11B, muestra interacciones

intermoleculares del protones iminos H66A con los atomos de oxigeno y boro

(04, O3, B2) de otra molécula, H67A con el aomo de oxigeno O31 del

disolvente acetona.

Las interacciones intramoleculares de la estructura de rayos X del

binuclear 11, muestra interaccion a cuatro enlaces entre el proton imino con un

proton del anillo aroméatico H67A-H37 (2.104 A), H66A-H3 (2.163A) (ver Figura

27), también presenta interacciones entre los protones de los ter-butilos con

atomos de oxigeno 0O3-H46 (2.431 A), 03-H47A (2.359 A), 04-H62A (2.531 A),

04-H31(2.510 A), 02-H28C (2.366 A), 02-H27A (2.307 A), O1-H14A (2.352 A),

01-H12 (2.303 A), entre otros.
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Figura 27 . Interacciones intramoleculares del complejo 11B.

En la estructura de rayos X para la molécula 11B, se aprecia como los

dos atomos de boro se encuentran fuera del plano de los ligantes, cortando

perpendicularmente al anillo aromético central (Figura 28).
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Figura 28 . Planos de la estructura de rayos X del complejo 11B.

5.4. Caracterizacién Optica de ligantes y complejos de boro

5.4.1. Andlisis de espectros de UV-Vis y emision

Las propiedades Opticas de los compuestos fueron obtenidas en THF y
cloroformo, ya que son los disolventes que disuelve completamente a los
complejos. En las Figuras 29 y 30, se muestran los espectros de absorcion de
los ligantes y complejos, observamos que el principal pico de absorcion de los
ligantes aparece en la region de UV (320-380 nm) debido a las transiciones

electronicas HOMO-LUMO a través de la molécula, después de coordinarse los
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ligantes con el &tomo de boro presentan un desplazamiento batocromico (regién
visible 400-455 nm). Los espectros de absorcion de los complejos binucleares
presentan picos maximos similares e incluso iguales a los complejos

mononucleares ejemplo mononuclear 5 (423 nm) y binuclear 8 (423 nm).

Absorbancia Normalizada

T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400 420

Longitud de onda {(nm)

Figura 29 . Espectro de absorcion de los ligantes 1-4 en THF.
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Absorbancia Normalizada

T T T
300 350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Figura 30. Espectro de absorcidon de los complejos 5-11 en THF.

Los ligantes (1, 2) muestran luminiscencia en solucion y estado sélido (1-
color verde, 2- color amarilla), el pico maximo de emision es localizado a 492-

507 nm (Figura 31).

Intensidad Normalizada

T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 31. Espectro de emision de los ligantes 1-4 en THF.
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Los complejos mononucleares y binucleares exhibe un méaximo de
emision en THF a longitudes de onda localizadas en (477-514 nm) y (411-512
nm) respectivamente (tabla 15, Figura 32). Las emisiones de los complejos 7, 10
y 11 muestran un efecto batocromico comparando con las emisiones de los
ligantes 3 y 4, esto debido nivel de relajacion de Si-So, comparando emisiones
de complejos mononucleares con binucleares observamos valores similares de

luminiscencia en la region visible.

Intensidad Normalizada

T T T T T T | T
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Longitud de onda {nm)

Figura 32 . Espectro de emision de los complejos 5-11 en THF.
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En la Tabla 15 se muestra el resumen de las propiedades fotofisicas de
los ligantes y complejos determinadas en THF, donde cabe resaltar los bajos
porcentajes de rendimiento cuéntico luminiscente, con la finalidad de comparar
estos resultados se determind el rendimiento cuéntico luminiscente en otro
disolvente, en la Tabla 16 se muestran los resultados con cloroformo,
observando para los complejos 9 y 11 un ligero aumento hasta de 6%; sin
embargo aun sigue siendo valores bajos comparados con otras moléculas.

Tabla 15. Absorcion y emision de los compuestos en THF.

Compuesto  absnm]  O010*[M *cmY] Eg[eV] em[nm] 'Qm @ ) [%]

1 376 1.80 3.16 493 6312 0.46
2 375 1.50 3.18 492 6341 0.71
3 339 1.10 3.33 370 2471 0.04
4 342 2.50 3.46 507 9516 0.04
5 423 1.80 2.63 490 3232 0.21
6 424 7.20 2.63 477 2621 0.79
7 455 1.40 241 514 2523 0.01
8 423 4.70 2.62 488 3149 0.17
9 423 4.00 2.61 475 2588 0.98
10 403 1.80 2.71 440 2087 0.01
11 455 2.10 241 512 2447 0.10

Tabla 16. Absorcidén y emisién de los compuestos en cloroformo.

Compuesto  apsim] 010 [M *cm™? EgleV] em[nm] 'Qem @ ) [%]

5 426 0.20 2.64 484 2813 0.09
6 423 0.20 2.64 484 2980 0.06
7 460 1.90 2.35 529 2836 0.09
8 425 0.40 2.63 485 2911 0.10
9 425 0.40 2.64 517 4187 6.47
10 425 0.50 2.63 495 3327 0.40
11 461 1.20 2.33 523 2572 1.69
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Con la finalidad de estudiar las propiedades de los complejos se decidio
ver el efecto de fluorescencia al mover ciertos pardmetros: en solucion
(viscosidad del medio, flujo de oxigeno, COz2, pH) en estado sélido (temperatura,
acidez y alcalinidad de las moléculas, accidbn mecéanica-friccion, presion)
esperando ver sensibilidad con algun parametro. La viscosidad, pH, oxigeno y
CO2 juegan un papel importante en los procesos celulares, permitiendo
encontrar nuevos materiales capaces de responder a estos estimulos a nivel
micro (celular) con la finalidad de monitorear dichos efectos en los procesos

celulares.

5.4.2. Efecto de viscosidad del medio

Segun reportes recientes, las moléculas que tienen un anillo aromético
con libre de giro, presentan las propiedades de rotores moleculares.5!
Analizando nuestras moléculas, las mononucleares y binucleares tiene el fenilo
unido al atomo de boro, el cual puede tener un movimiento (giro), provocando
gue las propiedades de emision disminuyan, ya que al estar en movimiento el
fenilo, induce a la disipacion de energia y una menor deslocalizacién electronica
por lo que el rendimiento cuantico luminiscente tiende ser bajo.%? Para corroborar
lo anterior se procedié a realizar estudios de emision en mezclas de metanol-
glicerol a diferentes proporciones 0-90% [viscosidades de 0.01, 0.6, 1.5, 5.8,

33.9, 202 cps]; ya que las moléculas al estar en contactdo con un disolvente de
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mayor viscosidad, su giro (movimiento de fenilo) disminuira y su emision o
rendimiento cuantico luminiscente deberia aumentar.

En la Figura 33 y 34 se muestran las gréficas de intensidad de emision Vs
longitud de onda en diferentes mezclas de disolvente (metanol/glicerol) para los
complejos (6, 9 y 7, 11), donde efectivamente se observa un aumento en la
intensidad de emisién del complejo cuando el porcentaje de glicerol es mayor
(mayor viscosidad), calculando el rendimiento cuantico luminiscente, se grafica
contra la viscosidad de disolvente apreciando un aumento en el valor de
rendimiento cuéntico luminiscente al aumentar la viscosidad del medio, lo cual
aseveramos el comportamiento de rotores moleculares para este tipo de
estructuras, siendo los complejos binucleares los que presentan mayor efecto
ver Figuras 34, 36. El compuesto 6 aumenta tres veces su rendimiento cuantico
luminiscente en 95% de glicerol, mientras que el compuesto 9 incrementa hasta
18 veces su valor inicial de rendimiento cuantico. Al comparar estos complejos
con algun rotor molecular en literatura, presenta un comportamiento similar.
Ejemplo de Dioxaborina reportada por Klymchenko y sus colaboradores,53
mostré un aumento de 22 veces el valor de ) en una mezcla de glicerol y
metanol; otra investigacion reportada por Kuimova de dos compuestos de
BODIPY, uno de ellos muestra un incremento de 20 veces su valor inicial de )
en 95% de glicerol;%* Sin embargo, estos compuestos presentan la desventaja

de necesitar varios pasos para la sintesis.
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Figura 33 . Espectro de fluorescencia de los complejos 6 y 9 en mezclas de

metanol y glicerol.
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Figura 34 . Correlacion del rendimiento cuantico luminiscente de los complejos 6

y 9 con la viscosidad del medio.
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Figura 35 . Espectro de fluorescencia de los complejos 7 y 11 en mezclas de

metanol y glicerol.
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Figura 36 . Correlacion del rendimiento cuantico luminiscente de los complejos 7

y 11 con la viscosidad del medio.
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5.4.3. Efecto de flujo de oxigenoy CO 2

Es importante estudiar la capacidad de sensar oxigeno en células debido
a que el déficit y exceso de oxigeno es asociado con problemas de salud o
enfermedades.®® Recientemente se ha reportado un compuesto de boro con la
capacidad de sensar oxigeno a nivel celular.®® Debido a esto los compuestos 5,
6 y 9 en acetonitrilo (0.5mg/50mL) fueron expuestos a un flujo de oxigeno 0.25
kg/cm? durante 2 minutos, observando el compuesto mononuclear 5 y binuclear
9 un incremento en la emision de fluorescencia, corroborando esto al observar
un incremento en el espectro de emisiéon (Figura 37), mientras el mononuclear 6
mostro disminucion en la emision, debido a que las moléculas de oxigeno tienen
electrones no apareados, también tienen un efecto de apagar la luminiscencia al
aceptar energia de los fluoréforos de estado excitado.’” Sin embargo cuando el
organoboro 6 y 9 son colocados en un flujo de COz2, muestran ligero aumento en

el espectro de emision, Figura 38.
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Figura 37 . Espectro de emision de los compuestos 5, 6 y 9 en acetonitrilo bajo

flujo de aire y oxigeno.

64



Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Organoboro 6 244 Organoboro 9
1.4 - w— Alre Aire
m—C0: —CO,

Intensidad |u. a.)
%
A
Intensidad [u. a.)

0.0

00 -5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 450 475 500 325 550 575 600 625 650 425 450 475 3500 525 350 375 600 625 63

Longitud de onda [nm]| Longitud de onda [nm]

Figura 38 . Espectro de emision de los compuestos 6 y 9 en acetonitrilo bajo flujo

de aire y CO..

5.4.4. Efecto de pH

Los marcadores fluorescentes estan fuertemente influenciados por el pH
del microambiente celular. La influencia del valor del pH sobre la absorcién
celular y la distribucién de marcadores fluorescentes a través de la membrana
celular es extremadamente importante,®® con la finalidad de estudiar este
comportamiento en solucién, se colocé el compuesto 6 en metanol (0.5 mg/50
mL) mostrando un pH neutro, posteriormente fue ajustado el valor de pH a: 1, 3,
5,7,9, 11 y se determiné el espectro de Uv-Vis y emision.

Al ser colocado a pH 1 se observa la descomposicion a ligante ya que el
espectro de absorcion concuerda con el ligante 2, al aumentarelpHa 3,5y 9 se
aprecia la formacion del espectro de absorcion del complejo, sin embargo

cuando esta a un pH 11 el espectro de UV es diferente al complejo. Mientras los
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espectros de emision muestran un aumento al ir ajustando alcalinamente el pH
de la solucién ver Figura 39, esto pudiera ser debido a las interacciones que
puede estar teniendo el grupo funcional OH del complejo con los protones o

hidroxilos presente en el medio.
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Figura 39 . Espectros de Uv-Vis y emision del compuesto 9 a pH 1-11.

5.4.5. Efecto de acid ez y alcalinidad

Otra propiedad interesante a resaltar de los complejos 5y 6 es el
vapocromismo (un cambio de color del material en respuesta al contacto con un
vapor organico o gas).®® Los mononucleares 5 y 6 al ser colocados en vapor
acido (HCI) y alcalino (NH3) responden al cambiar su color bajo la lampara de
UV-Vis, el compuesto 6 al contacto de vapor acido presentan una coloracién

amarilla intensa mientras al vapor alcalino muestra una coloracion naranja, esto
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se aprecia en la Figura 40. El espectro de emision muestra una disminucién en
la intensidad de luminiscencia para el complejo 6 cuando se coloca en contacto
con vapor acido y alcalino siendo el vapor alcalino el que provoca mayor cambio;
debido a que puede estar desprotonando el grupo hidroxilo del complejo

causando este cambio en la emision ver Figura 41 y Esquema 10.

Luz UV Luz de dia
Compuesto 5 Compuesto 6 Compuesto 6

R .
/\ /\
ey ETES

Vapor HCI Vapor NH; Vapor HCI Vapor NH; Vapor NH,

\-&

Figura 40. Imagen de fluorescencia de los compuestos 5-6 bajo vapor de HCIl y

NHz a 25 °C.

= Compuesto 6
e Después (vapor HCI)
Después (vapor NH3)

Intensidad
-
1

: T u T E T E
500 550 600 650 700
Longitud de onda [nm|

Figura 41. Espectro de emision del compuesto 6 antes y después de ser

sometido a vapor de HCly NH3 a 25 °C.
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Esquema 10. Protonacién del complejo 6 al contacto con vapor acido.

5.4.6. Termocromismo y Mecanocromismo

Con la finalidad de observar la aplicabilidad de los compuestos como
sensores de temperatura en estado solido,”® los organoboro mononucleares se
sometieron a calentamiento hasta 130°C y los binucleares hasta 210 °C. Es
claro ver la perdida de luminiscencia de los compuestos 5, 6, 10 y 11 cuando se
calientan sin embargo se recupera al ser enfriados a 25 °C, comportamiento
semejante a lo reportado por Chen y colaboradores, esta propiedad es llamada
termocromismo reversible’ y se muestra en las Figuras 42-43. Mientras los
complejos 8 y 9 muestran un cambio de coloracion al ser calentados. Otra
caracteristica a mencionar es que el compuesto 11 cuando es friccionado, pierde
la luminiscencia completamente, propiedad similar a lo reportado por Seki 72 esto

se aprecia en las Figuras 44-45.
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Figura 42 . Imagen de fluorescencia de los complejos 5-11. Bajo luz Uv-Vis a 25
°C, bajo luz Uv-Vis (compuestos 5-6 a 130 °C, compuestos 8-11 a 210°C) y

después de enfriar bajo luz Uv-Vis a 25°C.
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Después de calentar (215 °C)
Temp. ambiente (25°C)
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Figura 43 . Espectro de fluorescencia del complejos 11 antes y después de

calentar a 210°C.

Friccion

Figura 44 . Imagen de fluorescencia del compuesto 11 a 25 °C y después de ser

expuesto a friccion.
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Figura 45 . Espectro de fluorescencia del compuesto 11 a 25 °C y después de

ser expuesto a friccion.

Otra interesante propiedad mecanica en estado solido es piezocromismo
(estimulacion de presion). Los complejos 9 y 10 fueron expuestos a presion de 2,
4 y 8t (toneladas métricas) observando cambio en la coloraciéon. EI complejo 9
cambio de color amarillo a amarillo oscuro y perdiendo la propiedad de
luminiscencia esto se comprobd al obtener el espectro de emision (ver Figuras
47-48). Sin embargo el complejo 10 no pierde la propiedad de luminiscencia al
aplicar 8 t esto se aprecia en la Figura 46, esto es debido a que el complejo
debe contener una estructura rigida para mantener su estructura molecular
durante el proceso de compresion, asi como un modo de ordenamiento
relativamente suelto para proporcionar suficiente espacio para reordenamientos

moleculares.”
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10

Figura 46 . Imagen de luz de dia y Uv de los complejos 9 y 10 antes y después

de aplicar presion de 2,4y 8 t.

Figura 47 . Espectro de fluorescencia del complejo 9 antes y después de aplicar

presion de 8 t.
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Figura 48 . Rayos X en polvos del complejo 9 antes y después de aplicar presion

de 8 t.

5.5. Modelado molecular

Los complejos de boro sintetizados en este proyecto presenta bajos
rendimientos cuénticos luminiscentes, debido a esto se realizé un estudio de
modelado molecular usando la teoria de DFT (B3LYP) en combinacion con la
base 6-31G(d,p), con la finalidad de corroborar el comportamiento de rotores
moleculares. Las estructuras de los complejos 5-11 se optimizaron (Figuras 49,
50) y caracterizaron mediante la obtencién de las frecuencias. Posteriormente se
calcularon los espectros de absorcion y se construyeron los orbitales
moleculares involucrados.

Podemos observar las estructuras optimizadas mediante el método

(B3LYP/6-31G(d,p ).
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Figura 49 . Estructuras optimizadas de los complejos de boro 5-7.

Figura 50. Estructuras optimizadas de los complejos de boro 8-11.
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En las Figuras 51 y 52 se observan los orbitales moleculares de los
complejos de boro (5-11), en los cuales se muestran deslocalizaciones
incompletas, mas pronunciadas hacia la estructura del ligante, con lo cual se

aprecia que la deslocalizacion electronica no es en toda la estructura.

Figura 51. Orbitales moleculares HOMO y LUMO de los complejos de boro 5-7.
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Figura 52 . Orbitales moleculares HOMO y LUMO de los complejos de boro 8-11.

Las longitudes de onda de absorcion calculadas para las estructuras mas
estables correspondientes a los complejos (5-11) se muestran en la Tabla 17 y
se comparan con los experimentales determinados en cloroformo, valores
ligeramente mas bajos. La densidad de electrones esta mas localizada hacia el
fragmento de ligando, las estructuras electronicas y los niveles HOMO, LUMO
son similares entre los mononucleares y binucleares, ambos muestran
transiciones electronicas So-Si, por ejemplo para el binuclear 11 involucran

principalmente los orbitales frontera HOMO-10 LUMO y HOMO o LUMO +1

gue corresponden a las transiciones S S.
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Tabla 17. Comparacién de longitudes de onda (Absorcion) experimental y

calculada.
Absorcioén calculada [nm] Absorcion experimental [nm]
5 424 426
6 425 423
7 463 460
8 429 425
9 429 425
10 421 425
11 465 461

Para evaluar la propiedad de rotor molecular se utilizaron dos estrategias:
a) se calcularon las energias totales para cada estructura rotando el enlace
CPH-B1 cada 30 ° y b) rotando el anillo aromatico cada 30° ver ejemplo para

estructura 7 y 11, Figura 53.
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Figura 53 . Estructuras de los complejos 7-11, rotandolas cada 30°.

En la siguiente grafica se resume las energias relativas obtenidas de los
complejos binucleares, cuando se rotan el enlace CPH-B1 y el anillo aromatico
(Figura 54), de ello podemos apreciar una mayor barrera energética para el
binuclear 11 debido a la presencia de los grupos sustituyentes ter-butilo, ya que
provocan un efecto estérico. Sin embargo es mayor la barrera energética para
ambos binucleares cuando se rota el anillo aromético. Los valores obtenidos nos

dan un indicio de que estas estructuras presentan libre giro caracteristica de
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rotores moleculares, comportamiento similar a lo reportado por Zhang y

colaboradores.”™

Figura 54 . Energia interna rotacional de los complejos de boro 9y 11.

Los complejos organoboro presentan bajo rendimiento cuantico
luminiscente, una de las causas podrian ser que el atomo de boro no se
encuentra dentro del plano del ligante esto fue observado en las estructuras de
rayos X obtenidas; por lo cual se construyd la molécula 11 con los atomos de
boro dentro del plano de ligante y en la Figura 55 se observan los orbitales
moleculares involucrados, donde se muestra una transferencia electronica mas

eficiente entre los dos bloques (ligantes) y el anillo aromatico, caracteristica
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semejante a un compuesto tipo Bodipy, con estructura plana donde presenta

una mayor deslocalizacién electrénica en toda la molécula.”

Figura 55 . Estructura de complejo de boro 11 con los atomos de boro

dentro del plano del ligante.

5.6. Determinacién de citotoxicidad de complejos y obtencion de

bioimagenes.

La citotoxicidad in vitro de los complejos 5-11 fue evaluada en la linea
celular A-431 (Epidermoid carcinoma) a diferentes concentraciones (20-1 R/mL)

durante 24 horas. Se utiliz6 DMSO como disolvente para los complejos, su
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citotoxicidad fue analizada. La viabilidad de las células a concentraciones de 1-
2 R/mL mostré resultados arriba del 80 % para todos los complejos, cuando se
aumenta la concentracion a 5-20 R)/mL el complejo 6 muestra una viabilidad
superior a 70% y la viabilidad para los complejos restantes supera el 80% (Tabla
18, Figura 56) con estos datos podemos mencionar, que este tipo de complejos

muestran baja citotoxicidad semejante a los reportado para complejos de boro.”®

Tabla 18. Viabilidad de los complejos 5-11 a diferentes concentraciones, en la

linea celular A-431.

20 pg/mL 10 pg/mL 5 pug/mL 2 pg/mL 1 pg/mL
Compuesto| Media | SD | Media | SD | Media | SD | Media | SD | Media | SD
Control 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
5 86.2 4.4 89.2 0.0 89.2 | 30.5| 106.2 | 45.7| 954 | 39.2
6 72.3 6.5 73.8 | 131 | 75.4 2.2 90.8 6.5 84.6 6.5
7 89.2 0.0 84.6 6.5 815 |109| 985 |13.1| 938 2.2
8 80.0 4.4 93.8 2.2 93.8 |109| 96.9 |15.2| 106.2 | 6.5
9 86.2 |26.1| 846 |283]| 969 |283| 1323 |21.8| 100.0 |[10.9
10 83.1 4.4 84.6 |19.6 | 80.0 0.0 | 106.2 | 6.5 83.1 0.0
11 87.7 2.2 93.8 | 15.2 | 96.9 2.2 98.5 | 13.1 | 110.8 | 8.7
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Figura 56 . Viabilidad de los complejos 5-11 en la linea celular A-431.

Para determinar la capacidad de los complejos de boro como marcadores
celulares; las células A-431 (cancer de piel-humano), CaCo (cancer de colon-
humano) y B16F10 (cancer de piel-roedor) fueron tratadas con 10 RymL de
cada compuesto durante 2 horas, posteriormente se analizaron mediante un
microscopio Confocal. Los complejos 8 y 10 no se lograron integrar
completamente en la solucion de las células debido a su baja solubilidad en
disolventes polares. Las células A-431 y CaCo tratadas con el complejo 5
(Figura 57-A y C) mostro una tincién fuerte, apreciandose el citoplasma y el
nacleo de las células, sin embargo los compuestos 6, 7 y 11 presentaron baja
tincion observando las imagenes B,DE y F.

Las células B16F10 tratadas con los compuestos 7 y 11 mostraron baja

tincion del citoplasma, encontrando material precipitado del complejo 7 en
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algunas de las células, debido a su baja solubilidad en disolventes polares

(Figura 58-B).

Figura 57 . Bioimagenes obtenidas para los complejos 5-7 y 11 en las lineas

celulares CaCo y A-431.

Figura 58 . Bioimagenes obtenidas de los complejos 7 y 11 en la linea celular

B16F10.
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Los complejos 5, 6 y 9 lograron una mejor tincion en las células B16F10 a
la concentracion 10 Ry/mL, (Figura 59 A-C, blanco DMSO). Las iméagenes D
(Bright light), E y F corresponden al complejo 5; G-I al complejo 6 y J-L para el
binuclear 9. Estos compuestos fueron excitados a 405 nm, los tres emiten
fluorescencia color azul, sin embargo 5 y 6 muestran mayor tincion en el
citoplasma. La excitaciéon a 488 nm resulta en fluorescencia color verde, estas
bioimagenes muestran rapida penetracion a la membrana celular y se distribuye
en el citoplasma sin aparente degradacion. Sin embargo la fluorescencia es
observada en toda la célula, el mononuclear 6 muestra mejor propiedad como
marcador celular esto debido a la presencia del grupo sustituyente OH, el cual le
confiere mayor solubilidad en disolventes polares para tener una mejor bio-

distribucion dentro de las células.
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Figura 59 . Bioimagenes obtenidas de los complejos 5, 7 y 9 en la linea celular

B16F10 a una concentracion de 10 Ry/mL.
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Figura 60. Viabilidad de los complejos 5, 6 y 9 en la linea celular BL6F10 a 48 h.

La viabilidad complejos organoboro 5, 6 y 9 en células B16F10,
mostraron ser inocuos a la concentracion (0.1 pg/mL). ElI complejo 5 fue
ligeramente toxico (no mayor a 30%) a altas concentraciones (Figura 60, linea
azul), comportamiento similar para el complejo 6, sin embargo a concentracion
de (10 pg/mL) resulta ser mas toxico. EI complejo 9 resulto ser el menos téxico
observando una toxicidad de 15% cuando fue usado a (10 pg/mL), sin embargo
estas pruebas fueron realizadas a 48 horas un esquema extremo, ya que las

bioimagenes son obtenidas a 2 horas de incubacion.

Estos resultados obtenidos nos muestran que los complejos 5, 6 y 9 son
buenos prospectos para ser aplicados como marcadores celulares, sin embargo

dan una pauta para seguir disefiado moléculas con mejores propiedades.
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5.7. Estudio de fotoestabilidad de los complejos de boro

Para ver aplicabilidad de los complejos en bioimagenes, es deseable que
las moléculas demuestren que al ser expuestas a la luz no cambia sus
propiedades quimicas-6pticas, por lo cual se realizo el estudio de fotoestabilidad
a dos longitudes de onda (365 y 312 nm). Los complejos organoboro 5y 6
mostraron mejores caracteristicas como marcadores celulares debido a esto,
fueron expuestos a una fuente de luz a 365 nm cada 10 minutos durante 40
minutos a temperatura ambiente y fue monitoreado el espectro de absorcion;
para ambos complejos se aprecia minima degradacion (ver Figura 61, 62),
presentando una aceptable fotoestabilidad. Sin embargo cuando estos
complejos 5 y 6 son expuestos a 312 nm durante 10 minutos a temperatura
ambiente, son degradados observando el espectro de absorcion del ligante ver
Figura 63, con lo cual pueden ser considerados como compuestos organicos no
persistentes, ya que pueden ser degradados cuando se exponen a 312 nm ver

Figura 62.

Figura 60. Fotoestabilidad de los complejos 5y 6 (1mg/50mL) en cloroformo.
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Figura 61 . Degradacion de los complejos 5y 6 cuando son irradiados a

UV 365 nm.

Figura 62 . Degradacion de los complejos 5y 6 cuando son irradiados bajo Uv a

312 nm.
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Figura 63 . Comparacion de la foto-degradacion del compuesto 2 cuando

es irradiado bajo UV a 312 nm y el espectro del ligante 2.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron mediante métodos espectroscopicos
cuatro ligantes bases de Schiff (1-4) y siete complejos de boro (5 - 11). Los
grupos sustituyentes ter-butilos en el ligante 4, permiten mayor solubilidad en
disolventes orgénicos, favoreciendo obtener cristales de los organoboro mono
(7) y binuclear (11). Se logré caracterizar los ligantes y complejos por RMN (*H,
13C, 11B) y masas de alta resolucion, obteniendo diferencias bajas de los iones
moleculares obtenidos con los calculados, los espectros nos muestran el patron
isotépico de las moléculas, el cual se compara con el calculado y permite
confirmar la obtencién de ellas.

Por difraccién de rayos X se logré elucidar cinco estructuras de rayos X
(5, 6,7, 11A y 11B) de los complejos de boro, las cuales confirman lo propuesto
en solucién es similar en estado soélido, el compuesto 6 cristaliza con cuatro
moléculas de THF-ds, las cuales lo estabilizan mediante interacciones
intermoleculares. Para el binuclear 11 se logré obtener dos estructuras de rayos
X en diferente disolvente: THF y acetona.

Las estructuras de rayos X confirman la obtencién de complejos de boro
tetracoordinados, los cuales forman dos heterociclos de cinco y seis miembros
alrededor del atomo de boro, provocando distorsion en la geometria tetrahedral y
gue el atomo de boro se encuentre fuera del plano del ligante.

Se determinG el espectro de absorcion y emision de los ligantes y

complejos, observando picos maximos de absorcion para 1-4 a (340-376 nm)
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mientras que los complejos sufren un desplazamiento batocromico debido a las
transiciones electronicas a través de las moléculas, los espectros de emision de
los complejos muestran picos méaximos a 411 - 514 nm. Los complejos
mostraron  bajos rendimientos cuénticos luminiscentes, debido al
comportamiento de rotores moleculares. Corroborando esta propiedad mediante
modelado molecular.

Los complejos mostraron respuesta en la propiedad de fluorescencia a
multi-estimulos en solucién: viscosidad del medio, pH del medio, flujo de
oxigeno; en estado sélido: vapor (acido y alcalino), presion y temperatura, lo cual
los hace interesantes para posterior estudios como sensores en estado sélido y
solucién.

Un aspecto importante a resaltar de estos complejos es su baja
citotoxicidad cuando son aplicados en la linea celular (A-431) ademas de que los
complejos 5, 6 y 9 mostraron buenas propiedades como marcadores celulares a
pesar de tener bajos rendimientos cuanticos luminiscentes, ya que logran tefiir
células B16F10. Otra propiedad a mencionar de los organoboro 5 y 6,
presentaron hasta 60% de estabilidad después de ser expuesto a 365 nm
durante 40 minutos, siendo fotoestables para la aplicacibon de marcadores

celulares.
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7. SECCION EXPERIMENTAL DETALLADA

Los reactivos para los compuestos de boro son comerciales y fueron
usados sin ninguna purificacion. Los puntos de fusiébn se determinaron en un
Mel-Temp. Los espectros de RMN se obtuvieron en el espectrofotometro Bruker
advanced DPX 400: H, 13C y !1B; los espectros IR en Espectrofotometro FT-IR
1600 Perkin Elmer, para los espectros de masas de alta resolucion se utilizé6 AB
Sciex APl 2000™ (LC/MSD TOF). Los espectros de UV y emision fueron
obtenidos con el espectrofotdémetro Shimadzu 240 IPC UV/VIS y Perkin-Elmer
LS-50B, para las mediciones fotofisicas se utilizaron disolventes grado
espectrofotométrico (THF).

El estudio de rayos-X se realizé en el difractometro de rayos-X Bruker
SMART APEX CCD area detector system equipped with a Oxford Cryosystems
700 Series Cryostream cooler, a graphite monochromator, y Mo K. fine-focus

sealed tube ( =0.710 73 A).
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7.1. Sintesis de ligantes

7.1.1. (E)-N'-((2-hidroxinaftalen-1-yl)metileno)benzohidrazida (1)

Se coloca (0.82 g, 6 mmol) de benzohidrazina, (1.03 g, 6 mmol) de 2-
hidroxinaftaldehido en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de
agua y condensador, se adiciona 40 ml de metanol y posteriormente se lleva a
reflujo con agitacion durante 24 horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el

sélido precipitado y lava con metanol.

El sélido obtenido se recristaliza en
una mezcla de acetato de etilo, hexano y 69

5
THF (4/2/4), obteniendo cristales color 41 ”\

amarillo-verde (luminiscente en UV). EIl 3 13
OH 16

ligante es soluble en acetato de etilo y THF. 0] Dt

Rendimiento de 1.45 g (84%). P.f. 218-220 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds,
298K) G= 7.24 (d, 1H, H2), 7.42 (d, 1H, H6), 7.63 [m, 4H, (H8, H15y H16)], 7.90
(d, 1H, H5), 7.96 (d, 1H, H3), 8.04 (d, 2H, H14), 8.22 (d, 1H, H8), 9.49 (s, 1H,
H11), 12.50 (s, 1H, NH), 12.59 (s, 1H, OH). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds,
298K) G= 108.45 (C10), 118.86 (C2), 120.47 (C8), 123.29 (C6), 127.52 (C14),
127.74 (C7), 128.61 (C15), 128.94 (C5), 130.82 (C4), 131.55 (C16), 132.06 (C9),
132.59 (C13), 146.78 (Cll), 157.96 (Cl), 162.47 (Cl12). EM (TOF) [MY]

291.112804, Encontrado: 291.11295 (error 0.500437 ppm). IR Q(cm) 3167
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(OH), 1640 (C=N). UV-Vis (THF): Gosmax. 376 nm. Fluorescencia (THF):

Qluo/max: 493 nm.
7.1.2. (E)-4-hidroxi- N'-((2-hidroxinaftalen-1yl)metileno)benzohidrazida (  2)

El procedimiento es similar al ligante 1. Se coloca (0.91 g, 6 mmol) de 4-
hidroxybenzohidrazina, (1.03 g, 6 mmol) de 2-hidroxinaftaldehido en un matraz
bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y condensador, se adiciona
40 mL de metanol y posteriormente se lleva a reflujo con agitacion durante 24
horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el sélido precipitado y lava con metanol.

El solido obtenido se recristaliza en

una mezcla de acetato de etilo, acetona y 69

THF (2/4/4), obteniendo cristales color 1 B

amarillo (luminiscente en UV). El ligante es ;¢ N=NH .

soluble en DMSO y THF. Rendimiento de O

1.70 g (92.7%). P.f. 294-296 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K) G= 6.93
(d, 1H, H15), 7.23 (d, 1H, H3), 7.39 (t, 1H, H7), 7.59 (t, 1H, H8), 7.88 (m, 1H,
H4), 7.88 (m, 1H, H14), 8.18 (d, 1H, H6), 9.48 (s, 1H, H11), 10.26 (s, 1H, OH),
12.03 (s, 1H, NH), 12.92 (s, 1H, OH). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds, 298K) G=
109.05 (C1), 115.72 (C3), 119.41 (C9), 120.92 (C7), 123.5 (C14 y C18), 123.96
(C15y C17), 128.16 (C6), 128.26 (C5), 129.45 (C10), 130.15 (C8), 132.06 (C13),
132.93 (C4), 146.35 (C11), 158.34 (C16), 161.50 (C2), 162.64 (C12). EM (TOF)

[M*] 307.1079, Encontrado: 307.108 (error 0.4332 ppm). IR Q(cm) 3250 (OH),
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1635 (C=N). UV-Vis (THF): Gosmax: 375 nm. Fluorescencia (THF): Qiuomax: 492

nm.

7.1.3. (E)-N'-(3,5-di-tert-butil-2-hidroxibenzilideno)benzohidrazida (3)

El procedimiento es similar al ligante 1. se coloca (0.82 g, 6 mmol) de
benzohidrazina, (1.04 g, 6 mmol) de 3,5-di-tertbutil-2-hidroxibenzaldehido en un
matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y condensador, se
adiciona 40 mL de metanol y posteriormente se lleva a reflujo con agitacion
durante 24 horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el sélido precipitado y lava
con metanol.

El solido obtenido se recristaliza en

una mezcla de acetato de etilo, hexano
(7/3), obteniendo cristales incoloros (no

luminiscente en UV). El ligante es soluble

en acetona y THF. Rendimiento de 1.56 g

(73.7%). P.f. 276 °C. 'H RMN (400 MHz, Acetona-d, 298K) G= 1.29 (s, 9H, t Bu-
5), 1.45 (s, 9H, t Bu-3), 7.10 (d, 1H, H4), 7.36 (d, 1H, H6), 7.45 (t, 1H, H11), 7.52
(d, 1H, H12), 7.92 (d, 1H, H10), 8.53 (s, 1H, H7), 11.28 (s, 1H, NH), 12.10 (s, 1H,
OH). 13C RMN (100 MHz, Acetona-d, 298K) G= 28.94 (CH3, t Bu-3), 30.87 (CH3,
t Bu-5), 33.79 (Ccuater, t Bu-3), 34.81 (Ccuater, t Bu-5), 120.20 (C11), 125.33 (C6),
125.66 (C4), 128.20 (C1), 131.40 (C12), 133.60 (C9), 136.22 (C3), 140.20 (C5),

151.07 (C7), 155.64 (C2), 162.56 (C8). HETCOR [ @/ G]: 1.33/30.75 (CH3, t Bu-5
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/ C, t Bu-5), 1.48/28.79 (CH3, t Bu-3 / C, t Bu-3), 7.40/125.61 (H6/C6),
7.12/126.15 (H4/C4), 7.54/131.37 (H12/C12), 7.97/127.40 (H10/C10),
8.57/151.01 (H7/C7). COSY [@/ @]: 1.48/1.33 (CH3, t Bu-3 / CH3, t Bu-5),
7.39/7.16 (H6/H4), 7.48/7.97 (H11/H10). EM (TOF) [M*] 353.2223, Encontrado:
353.2225 (error 0.4222 ppm). IR Qcm™) 3066 (OH), 1586 (C=N). UV-Vis (THF):

@os/max: 339 nm. Fluorescencia (THF): Quomax: 370 nm.

7.1.4. (E)-2,4-di-tert-butil-6-((3,5- di-tert-butil-2-hidroxibenzilideno)amino)

Fenol (4)

Se coloca (0.66 g, 3 mmol) de 3,5-ditert

butil-6-hidroxianilina, (0.70 g, 3 mmol) de 3,5-di- |tBu 6
5 tBu
tertbutil-2-hidroxibenzaldehido en un matraz bola L7 9 10
4 N\ 8
de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y 3 2 N 11
tBu OH 13 3
destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y HO tBu

posteriormente se lleva a reflujo con agitacién durante 48 horas, al finalizar se
deja enfriar, el disolvente se evapora y adiciona hexano, el solido precipitado se
filtra y desecha, el licor de filtrado se concentra y afiade acetonitrilo se deja
evaporar lentamente, después de 5 dias se obtiene cristales amarillos (no
luminiscente en UV) los cristales pierden el brillo al paso de los dias es posible
que cristalice con disolvente. El ligante es soluble en hexano. Rendimiento de
0.72 g (54.9%). P.f. 104 °C. 'H RMN (400 MHz, CsDs, 298K) G= 1.29 (s, 9H, t

Bu-5), 1.31 (s, 9H, t Bu-10), 1.60 (s, 9H, t Bu-3), 1.63 (s, 9H, t Bu-12), 6.83
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(d,1H, H4), 6.98 (d, 1H, H11), 7.43 (d, 1H, H6), 7.60 (d, 1H, H9), 8.13 (s, 1H,
H7), 12.92 (s, 1H, OH). 13C RMN (100 MHz, CsDs, 298K) G= 29.84 (CH3, t Bu-
3), 29.94 (CH3, t Bu-12), 31.77 (CH3,t Bu-5), 31.93 (CH3, t Bu-10), 113.5 (C4),
122.98 (C6), 127.90 (C11), 128.14 (C9), 165.45 (C7). HETCOR [G/ @J:
1.29/31.25 (CH3, t Bu-5), 1.59/29.34 (CH3, t Bu-3), 6.89/113.93 (H4/C4),
6.98/127.4 (H11/C11), 7.42/122.46 (H6/C6), 7.60/127.99 (H9/C9), 8.12/165.94
(H7/C7). COSY [ @/ @]: 7.43/6.82 (H6/H4), 7.60/6.98 (H9/H11). EM (TOF) [M*]
438.3367, Encontrado: 438.3368 (error 0..3639 ppm). IR Q(cm™) 3063 (OH),
1629 (C=N). UV-Vis (THF): Qusmax: 342 nm. Fluorescencia (THF): Guomax: 507

nm.

7.2. Sintesis de complejos de boro mononucleares y binucleares

7.2.1. 4,6-difenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronina (5)
Se coloca (0.29 g, 1 mmol) del ligante (1), (0.122 g, 1 mmol) de acido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y

destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion
durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el
disolvente se evapora y adiciona acetato de

etilo para evaporacién lenta, después de 10

dias se obtienen cristales amarillos. El

complejo es soluble en cloroformo. m
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Rendimiento de 0.28 g (73.7%). P.f. 152 °C.H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K)
G= 7.20 (m, 1H, H3), 7.21 (m, 1H, H15), 7.41 (m, 1H, H7), 7.43 (m, 1H, H-m),
7.45 (m, 2H, H-0 y p), 7.52 (t, 1H, H14), 7.57 (m, 1H, H8), 7.59 (m, 1H, H16),
7.80 (M, 2H, H4 y 6), 8.03 (d, 1H, H9), 8.85 (s, 1H, H11). 3C RMN (100 MHz,
DMSO-ds, 298K) G= 112.04 (C1), 120.62 (Cp), 121.03 (C4), 124.91 (C7), 127.40
(C5), 127.68 (C15), 128.32 (C3), 128.42 (C10), 128.76 (C14), 128.97 (C8),
129.27 (C6), 131.45 (Cm), 131.53 (C13), 132.98 (C16), 138.33 (C9), 142.71
(C11), 156.79 (C2), 171.85 (C12). HETCOR [@/ @]: 7.20/7.80 (H3/C3),
7.21/127.68 (H15/C15), 7.41/124.91 (H7/C7), 7.43/131.45 (H-m/C-m),
7.45/120.64 (H-p/C-p), 7.52/128.76 (H14/C14), 7.57/128.97 (H8/C8), 7.59/132.98
(H16/C16), 7.8/129.27 (H6/C6), 7.84/121.03 (H4/C4), 8.03/138.33 (H9/C9),
8.85/142.11 (H11/C11). COSY [@&/ @]: 7.20/7.84 (H3/H4), 7.80/7.41 (H6/H7),
7.57/8.03 (H8/H9), 7.52/7.21 (H14/H15), 7.21/7.59 (H15/H16). 'B RMN (128
MHz, CDCls, 298K) G= 8.06 ppm. EM (TOF) [M*] 377.1467, Encontrado:
377.1462 (error 0.1.2512 ppm). UV-Vis (THF): Gusimax: 423 nm. Fluorescencia

(THF): Quomax: 490 nm.

7.2.2. 4-(6-Fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-4-yl) fenol (6)

Se coloca (0.343 g, 1.1 mmol) del ligante (2), (0.12 g, 1.3 mmol) de &cido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y
destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y posteriormente se lleva a reflujo

con agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el disolvente se
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evapora y adiciona 2 ml de THF y se coloca a -10°C, después de 24 horas se
obtiene cristales amarillos. El complejo es soluble en cloroformo. Rendimiento de

0.35 g (80.5%). P.f. 170 °C. 'H RMN (400

MHz, THF-ds, 298K) G= 6.93 (d, 2H, H8 y
9), 7.10 (t, 1H, H16), 7.35 (m, 3H, H-0, p y
H15), 7.46 (t, 1H, H-m), 7.7 (d, 1H, H14 ),
7.99 (M, H, H4 ), 8.11 (d, 2H, H6 y H7),

9.10 (s, 1H, H11), 9.29 (s, 1H, OH). 13C

RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) G= 116.50

(C8'y C9), 121.29 (C-p), 122.37 (C7), 125.37 (C-0), 129.78 (C15 y C16), 131.60
(C14), 132.14 (C-m), 138.31 (C6), 143.62 (C11), 157.44 (C2), 163.22 (C12).
HETCOR [G/ G]: 6.95/116.54 (H8 y 9/C8 y 9), 7.30/125.38 (H-0/C-0),
7.37/121.21 (H-p/C-p), 7.40/132.15 (H15/C15), 7.45/129.38 (Hm/Cm),
7.72/129.78 (H14/C14), 7.96/138.36 (H4/C4), 7.96/122.31 (H7/C7), 8.16/131.6
(H6/C9), 9.08/143.57 (H11/C11). 1B RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) G= 7.32
ppm. EM (TOF) [M*] 393.1405, Encontrado: 393.1403 (error 0.5300 ppm). IR Q
(cm?l) 2945 (C-Haromatico), 1603 (C=N). UV-Vis (THF): Qosmax 424 nm.

Fluorescencia (THF): Quomax: 477 nm.

7.2.3 2,4,8,10-tetra-tert-butil-6-fenildibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronine (7)
Se coloca (0.219 g, 0.5 mmol) del ligante (4), (0.064 g, 0.52 mmol) de &cido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y

destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y posteriormente se lleva a reflujo
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con agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el disolvente se

concentra y se deja evaporar lentamente, a las

12 horas se obtiene cristales color naranja. El
complejo es soluble en THF. Rendimiento de

0.26 g (82.5%). P.f. 258 °C. 'H RMN (400 MHz,

THF-dg, 298K) G= 1.32 (s, 9H, t Bu-5), 1.33 (s,

9H, t Bu-10), 1.45 (s, 9H, t Bu-3), 1.48 (s, 9H, t

Bu-12), 6.98 (t, 1H, H-p), 7.26 (m, 2H, H-0 y m),

7.32 (d, 1H, H11), 7.58 (d, 1H, H4), 7.51 (d, 1H, H6), 7.64 (d, 1H, H9), 8.78 (s,
1H, H7). 3C RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) G= 29.92 (CH3, t Bu-12), 30.22
(CH3, t Bu-3), 31.86 (CH3, t Bu-10), 32.19 (CH3, t Bu-5), 35.12 (Ccuater, t Bu-5),
35.58 (Ccuater, t Bu-10), 35.68 (Ccuater, t Bu-3), 36.30 (Ccuater, t Bu-12), 110.93
(C6), 120.66 (C10), 126.08 (C11), 126.81 (C4), 127.78 (C-p), 132.34 (C-0 y m),
132.96 (C9), 136.67 (C5), 140.11 (C12), 142.77 (C3), 142.59 (C1), 151.73 (C7),
155.11(C2), 155.82 (C13). HETCOR [ @/ @]: 1.46/30 (CH3, t Bu-3/C-t Bu-3),
1.32/31.91 (CH3, t Bu-5/C-t Bu-5), 6.96/127.8 (H-p/C-p), 7.25/132.33 (H-0 y m/C-
oy m), 7.32/126.11 (H11/C11), 7.39/126.81 (H4/C4), 7.52/110.98 (H6/CS6),
7.63/132.95 (H9/C9), 8.80/151.66 (H7/C7). COSY [ @/ @]: 7.26/6.97 (H-0 y m/H-
p). 1B RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) G= 7.88 ppm. EM (TOF) [M*] 524.3694,
Encontrado: 524.3696 (error 0.2500 ppm). IR Q(cm™) 2957 (C-Haromatico), 1627

(C=N). UV-Vis (THF): Qbsimax: 455 nm. Fluorescencia (THF): Quomax: 514 nm.
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7.2.4. 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno

(8)

Se coloca (0.29 g, 1 mmol) del ligante (1),
(0.083 g, 0.5 mmol) de &cido benceno 1,4-

diboronico en un matraz bola de 100 mL,

acondicionado con trampa de agua y destilador,

se adiciona 40 mL de acetonitrilo, 1 mL de acido

acético como catalizador y posteriormente se O~B__

\d
lleva a reflujo con agitaciéon durante 48 horas, al - \ Q
finalizar se deja enfriar, el sélido amarillo O

precipitado es filtrado y lavado con hexano. El

complejo es DMSO vy parcial en THF. Rendimiento de 0.28 g (81.6%). P.f. 358
°C.H RMN (400 MHz, THF-dgs, 298K) G= 6.99 (d, 4H, H17), 7.19 (d, 2H, H3),
7.24 (m, TH, H7), 7.33, 7.41 (m, 4H, H14 y H16), 7.66 (M, 4H, H4 y H6), 7.91 (m,
4H, H15 y H9), 7.99 (m, 2H, H8), 9.03 (d, 2H, H11). 13C RMN (100 MHz, THF-ds,
298K) G= 120.81 (C3), 121.98 (C9), 128.70 (C8), 128.86 (C14,C16), 129.19
(C6), 130.59 (C17), 132.83 (C4), 138.03 (C15), 144.32 (C11), 157.27 (C2),
171.58 (C12). HETCOR [ @/ @]: 6.94/130.52 (H17/C17), 7.23/124.68 (H3/C13),
7.17/120.73 (H7/C7), 7.33/128.83 (H16/C16), 7.39/128.74 (H14/C14),
7.41/132.80 (H4/C4), 7.65/129.14 (H6/C6), 7.89/138.01 (H15/C15), 7.92/121.14
(H9/C9), 8.00/128.68 (H8/C8), 9.03/144.30 (H11/C11). EM (TOF) [M*] 675.2369,
Encontrado: 675.2368 (error 0.1646 ppm). IR Q(cm™) 2957 (C-Haromatico), 1558

(C=N). UV-Vis (THF): Qbsmax: 423 nm. Fluorescencia (THF): Guomax: 488 nm.
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7.2.5. 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno

9)

Se coloca (0.306 g, 1 mmol) del ligante

(2), (0.083 g, 0.5 mmol) de acido benceno 1,4-
diboronico en un matraz bola de 100 mL,
acondicionado con trampa de agua Yy
condensador, se adiciona 40 mL de
acetonitrilo, 0.5 mL de acido acético y

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion

durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el
sélido amarillo precipitado es filtrado y lavado con hexano. ElI complejo es
soluble en DMSO y parcial en THF. Rendimiento de 0.26 g (72.18%). P.f. 284 -
286 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K) G= 6.95 (d, 4H, H17), 7.06 (s, 2H,
OH), 7.37 (d, 2H, H3), 7.50 (t, 2H, H7), 7.62 (t, 2H, H14), 7.94 [m, 4H, (H6 vy
H4)], 8.18 [m, 6H, (H8, H9 y H15)], 9.45 (s, 2H, H11). 3C RMN (100 MHz,
DMSO-ds, 298K) G= 143.89 (C11), 156.44 (C16), 162.63 (C2), 171.39 (C12). EM
(TOF) [M*]-OH 675.2368 Encontrado: 675.2368. UV-Vis (THF): Gosmax: 423 nm.

Fluorescencia (THF): Quomax: 475 nm.
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7.2.6. 1,4-bis(9,11- di-tert-butil-4-fenilbenzolh][1,3,5,6,2]dioxadiazaboro nin-
2-yl) benceno (10)

Se coloca (0.35 g, 1 mmol) del ligante (3), (0.083 g, 0.5 mmol) de acido

5 6
7
\N N 10 11
3
B
3

benceno 1,4-diboronico en un matraz bola de 100

mL, acondicionado con trampa de agua Yy

4
condensador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo, 0.5
tB O

-0

©1

1
ml de Aacido acético como catalizador,
. . . . O—p
durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el ©_< 1o e
N\

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion

4 B
- - - - - N_N

solido amarillo-verde precipitado es filtrado y

lavado con hexano (luminiscente en UV). El tBu

complejo es parcialmente soluble en THF, DMSO y acetona. Rendimiento de
0.28 g (70.73%). P.f. 336-338 °C. 'H RMN (400 MHz, THF-dg, 298K) G= 1.18 (s,
9H, t Bu-5), 1.33 (s, 9H, t Bu-3), 6.90 (s, 4H, H13), 7.23 (d, 2H, H4), 7.34 (t, 2H,
H11), 7.43 (t, 2H, H12), 7.47 (d, 2H, H6), 8.04 (d, 2H, H10), 8.39 (s, 2H, H7). 13C
RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) G= 29.16 [(CH3), t-Bu-5], 30.62 [(CH3), t-Bu-3],
33.92 [(Ccuater), t-Bu-5], 35.13 [(Ccuater), t-Bu-3], 125.62 (C4), 128.40 (C10),
130.05 (C13), 132.38 (C12), 132.74 (C6), 147.24 (C7), 152.62 (C2), 171.71 (C8).
HETCOR [@/ @]: 8.38/147.24 (H7/C7), 8.02/128.26 (H10/C10), 7.62/132.67
(HB/C6), 7.41/132.3 (H12/C12), 7.33/128.27 (H11/C11), 7.22/125.60 (H4/C4),
6.89/130.02 (H13/C13), 1.32/29.01 (CH3 t-Bu-3), 1.17/30.49 (CH3 t-Bu-5).
COSY [ @/ @]: 7.40/7.32 (H12/H11), 7.46/7.23 (H6/H4), 8.03/7.33 (H10/H11). 1B

RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) G= 7.69 ppm. EM (TOF) [M*] 799.4568,
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Encontrado: 799.4568 (error 0.0207 ppm). IR Q(cm™) 3058 (C-Haromatico), 1557

(C=N). UV-Vis (THF): @psmax: 403 nm. Fluorescencia (THF): Guomax: 411 nm.

7.2.7. 1,4-bis(2,4,8,10-tetra-tert-butildibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-

yl)benceno (11)

Se coloca (0.44 g, 1 mmol) del ligante (4),

(0.083 g, 0.5 mmol) de &cido benceno 1,4-diboronico

en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con
trampa de agua y condensador, se adiciona 40 mL
de acetonitrilo, 0.5 mL de a&cido acético como [tBu (g

B

_ _ _ 4>0  Bu
catalizador, posteriormente se lleva a reflujo con N
N\

agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja |tBu

enfriar, el solido naranja precipitado es filtrado y lavado con hexano
(luminiscente en UV). ElI complejo es soluble en acetona y parcial en THF. Se
cristaliza por separado en acetona grado reactivo y una mezcla de
THF/acetonitrilo/acetona, obteniendo cristales amarillos-naranja. Rendimiento de
0.38 g (80.31%). P.f. 350-352 °C. *H RMN (400 MHz, THF-ds, 298K) G= 1.1 (s,
18H, t-Bu-5), 1.20 (s, 18H, t-Bu-10), 1.21 (s, 18H, t-Bu-3), 1.23 (s, 18H, t-Bu-12,
6.98 (d, 4H, H-14), 7.06 (d, 2H, H11), 7.15 (d, 2H, H4), 7.18 (d, 2, H6), 7.46 (d,
2H, H9), 8.13 (d, 2H, H7). 13C RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) G= 28.17 [(CH3) t-
Bu-12], 28.49 [(CH3) t-Bu-3], 30.26 [(CH3) t-Bu-10], 30.56 [(CH3) t-Bu-5], 33.14
[(Ccuater) t-Bu-5], 33.54 [(Ccuater) t-Bu-10], 33.71 [(Ccuater) t-Bu-3], 34.30 [(Ccuater) t-

Bu-12], 108.11 (C4), 124.14 (C11), 124.31 (C6), 129.34 (C14), 131.16 (C9),
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147.14 (C7), 15313 (C2), 153.77 (C13), 153.83 (C8). HETCOR [@ @J:
6.95/129.33 (H14/C14), 7.07/124.18 (H11/C11), 7.09/107.98 (H4/C4),
7.16/124.27 (H6/C6), 7.47/131.16 (H9/C9), 8.15/147.03 (H7/C7). COSY [ @/ @]:
7.46/7.06 (H9/H11l). EM (TOF) [M*] 969.6846, Encontrado: 969.6844 (error
0.3074 ppm). UV-Vis (THF): Gusmax: 455 nm. Fluorescencia (THF): Quomax:

512 nm.

7.3. Determinacién de absorbancia, emision y rendimiento cuéntico

luminiscente

El espectro de absorcién UV-Vis fue determinado en un espectrofotometro
365. Band gap (Eg) fue determinado del espectro de absorcion, el espectro de
emision se obtuvo en el fluorometro al excitar 10nm abajo de la longitud de onda
de absorcion. El rendimiento cuantico luminiscente en solucion fue determinado
de acuerdo al procedimiento reportado en literatura’’ y usando sulfato de quinina
en H2S04 0.1 M como estandar. Tres soluciones a una absorbancia menor a 0.1
de absorbancia fueron analizadas y para cada muestra determinado el
rendimiento cuantico y obtenido un promedio de los tres resultados. La
viscosidad de la mezcla de disolventes (metanol/glicerol) fue determinada en un

viscosimetro ViscoLab 3000.

105



Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

7.4. Estudio de citotoxicidad en células y bioimagenes.

La linea celular A431 fue usada para observar el efecto de citotoxicidad
de los complejos 5-11. Células de A431 fueron mantenidas en (DMEM) con 4
mM L-glutamina y suplementado con 10% de suero fetal de bovino, 100 1U/mL
penicilina y 100 g/mL estreptomicina, posteriormente se incubaron a 37 °C con
95% de aire y 5% de CO2 de atmosfera. La citotoxicidad de los compuestos 5-11
fue analizada a 1, 2, 5, 10 and 20 pg/mL, durante 24 horas por triplicado. Las
células que sobrevivieron fueron determinadas por el método MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] y cuantificadas al medir la absorbancia a 590 nm para determinar la
viabilidad mediante una microscopio al observar los cambios morfolégicos de las
células.

Células de melanoma murino B16F10, fueron selladas en pocillos de 12
cavidades con polilisina a una densidad de 1x10° células por pocillo con 1 mL de
medio DMEM/F12 como suplemento con 10% de suero fetal de bovino y
mantenido a 37 °C con una atmésfera de 5% CO2 y 95% aire. Después de 24
horas fue removido el medio y las células expuestas a los complejos a
concentracion de 10 R/ mL (6.5 ppm) durante dos horas. Un pocillo con células
se trataron con DMSO para ser usadas como control. El supernadante de los

pocillos fueron removidos y lavados con 1 mL de PBS, posteriormente las
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células se fijaron con Vectashield y se llevaron a observar usando un

microscopio confocal laser.

7.5. Detalles computacionales

Los célculos para modelado molecular fueron realizados usando el
software GAUSSIAN 09.7® La geometria de las estructuras 5-11 se optimizaron
con el método B3LYP 1/6-31G(d,p).”® Los minimos fueron caracterizados al
calcular los modos vibracionales con el mismo nivel de teoria. Para conocer la
energia de rotacion del grupo fenilo y la parte del ligante en las estructuras de
los complejos, los enlaces involucrados fueron rotados 30 ° a 180 °, o 360 °,
dependiendo del caso. Los resultados se visualizaron usando el programa

Chemcraft v1.7.
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ANEXOS

ESPECTROS DE RMN, MASAS, TABLAS DE RAYOS X
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Espectro de *H RMN (DMSO-ds) para el ligante (1).

Espectro de 3C RMN (DMSO-dg) para el ligante (1).
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Espectro de *H RMN (DMSO-ds) para el ligante (2)

Espectro de *3C RMN (DMSO-ds) para el ligante (2)
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Espectro de masas para el ligante (2)
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Espectro de *H RMN (Acetona-d6) para el ligante (3)

Espectro de 3C RMN (Acetona-d6) para el ligante (3)
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Espectro de COSY, RMN (Acetona-d6) para el ligante (3)

Espectro de HETCOR, RMN (Acetona-d6) para el ligante (3)
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Espectro de masas para el ligante (3)
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Espectro de *H RMN (Benceno-ds) para el ligante (4)

Espectro de 3C RMN (Benceno-ds) para el ligante (4)
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Espectro de (COSY) RMN para el ligante (4)

Espectro de (HETCOR) RMN para el ligante (4)




134

Espectro de masas para el ligante (4)
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (5)

Espectro de *3C RMN (THF-ds) para el complejo (5)
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Espectro de 'B RMN (THF-dg) para el complejo (5)

Espectro de masas para el complejo (5)
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (6)

Espectro de *C RMN (THF-ds) para el complejo (6)
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Espectro de COSY RMN (THF-dg) para el complejo (6)

Espectro de HETCOR RMN (THF-dg) para el complejo (6)
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Espectro de 'B RMN (THF-ds) para el complejo (6)

Espectro de masas para el complejo (6)
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Tabla 1. Datos cristalinos y pardmetros de coleccion del (Complejo 5) vy (6).

Compuesto 5 6
Formula quimica C24H17BN202 Ce4HesB2N40O10
Peso Molecular 375.20 1071.82
Tamafio del cristal [mm] 0.44x0.41x0.23 0.47x0.40x0.24
Sistema cristalino Triclinica Monoclinico
Grupo espacial P-1 P2(1)/n
D >0@ 9.4370(6) 16.6839(12)
E >0@ 9.4682(6) 11.1619(8)
F >0@ 11.5742(8) 30.099(2)
>f@ 110.6635(10) 90
>f@ 101.7422(10) 94.6244(13)
5 >f@ 100.2423(11) 90
9 310 911.53(10) 5586.9(7)
Z 2 4
| FDOFG %0J P 1.367 gcm3 1.274
>PA 0.087 0.085
FO00 390 2268
Intervalos indexados "Ke - "Ne - - "Ke - "Ne -
"Oe "O e
>f@ 2.82 +37.83 3.06 +37.52
Temperatura, [K] 100 (2) 100 (1)
Refl. Colectadas 8980 56151
Refl. Unicas 3703 114542
Refl. Observadas 3526 10256
(4sigma)
R(int.) 0.0366 0.0429
GooF 1.047 1.020
5 z5 ,! 1 , 0.038/0.0963 0.0499/0.1175

R1, wR2 (all data)

0.0366/0.0950

0.0447/0.1132
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Estructura de rayos-X para el complejo (5)
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Estructura de rayos-X para el complejo (6)
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Tabla 2. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo

(5y6)
5 6

B(1)-O(1) 1.468 (2) 1.469 (2)
B(1)-0(2) 1.500 (2) 1.499 (2)
B(1)-N(1) 1.564 (1) 1.562 (2)
B(1)-C(19) 1.604 (2) 1.601 (2)
C(2)-0(2) 1.345 (1) 1.343 (2)
C(12)-0(2) 1.331 (1) 1.332 (2)
C(11)-N(1) 1.293 (1) 1.293 (2)
N(1)-N(2) 1.392 (2) 1.395 (2)
N(2)-C(12) 1.309 (1) 1.311 (2)
C(12)-C(13) 1.469 (2) 1.460 (2)
C(11)-C(1) 1.441 (2) 1.436 (2)
C(16)-O(3),N3 1.354 (2)
O(1)-B(1)-C(19) 113.19 (9) 112.90 (1)
C(19)-B(1)-0(2) 113.21 (9) 113.50 (1)
0(2)-B(1)-O(1) 112.69 (9) 112.80 (1)
N(2)-C(12)-0(2) 119.80 (1) 119.20 (1)
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (7)

Espectro de 3C RMN (THF-ds) para el complejo (7)
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Espectro de COSY RMN (THF-dg) para el complejo (7)

Espectro de HETCOR RMN (THF-dg) para el complejo (7)
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Espectro de 'B RMN (THF-ds) para el complejo (7)

Espectro de masas para el complejo (7)




147

Tabla 4. Datos cristalinos y parametros de coleccion del (Complejo 7).

Compuesto 7
Formula quimica C35H46BNO2
Peso Molecular 523.54
Tamafio del cristal [mm] 0.43x0.41x0.28
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2(1)/n

D >0@
E >0@
F >0@
>f@
>f@
5 >f@
9 30
Z
|

FDOFG 3%0J P
> PR
FO00
Intervalos indexados
>f@
Temperatura, [K]
Refl. Colectadas
Refl. Unicas
Refl. Observadas
(4sigma)
R(int.)
GooF
5 Z5 o1,
R1, wR2 (all data)

12.6934(11)
18.5229(16)
14.3034(12)
90
112.1797(12)
90

3114(5)

4

1.117 gcm3
0.067

1136

- "Ke - "N e - "Qe
2.93 +£27.58
100 (2)
29497

6096

5426

0.0283

1.033
0.0529/0.1298
0.0596/0.1355
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Estructura de rayos-X para el complejo (7)



(")
Enlaces / &ngulos 7
B(1)-0(1) 1.4536(18)
B(1)-O(2) 1.4774(19)
B(1)-N(1) 1.596(2)
B(1)-C(14) 1.609(2)
0O(1)-C(2) 1.3506(17)
C(2),(7)-C(2) 1.480(2)
C(2)-C(1) 1.401(2)
C(7)-N(1) 1.280(2)
N(1)-C(8) 1.4149(19)
C(8)-C(13) 1.397(3)
C(13)-0(2) 1.3554(18)
0(2)-B(1)-C(14) 111.61(11)
0(1)-B(1)-C(14) 113.77(11)
0O(2)-B(1)-N(1) 95.13(11)
0(2)-B(1)-0(1) 112.75(11)
N(1)-B(1)-C(14) 110.81(11)
O(1)-B(1)-N(1) 111.33(12)
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Tabla 5. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (8)

Espectro de 3C RMN (THF-ds) para el complejo (8)
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Espectro de COSY RMN (THF-dg) para el complejo (8)

Espectro de HETCOR RMN (THF-dg) para el complejo (8)
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Espectro de masas para el complejo (8)
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Espectro de *H RMN (DMSO-ds) para el complejo (9)

Espectro de 3C RMN (DMSO-dg) para el complejo (9)
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (10)

Espectro de *C RMN (THF-ds) para el complejo (10)
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Espectro de COSY RMN (THF-dg) para el complejo (10)

Espectro de HETCOR RMN (THF-dg) para el complejo (10)
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Espectro de 'B RMN (THF-ds) para el complejo (10)

Espectro de masas para el complejo (10)
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Espectro de *H RMN (THF-ds) para el complejo (11)

Espectro de *C RMN (THF-ds) para el complejo (11)
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Espectro de COSY RMN (THF-dg) para el complejo (11)

Espectro de HETCOR RMN (THF-dg) para el complejo (11)
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Espectro de masas para el complejo (11)



Tabla 6. Datos cristalinos y pardmetros de coleccion del (Complejo 11B)

Compuesto 11B
Formula quimica Ce7H92B2N20s
Peso Molecular 1027.04
Tamafio del cristal [mm] 0.25x0.24x0.17
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2(1)/n
D >0@ 18.851(6)

E >0@ 17.727(6)
F >0@ 18.924(6)
>f@ 90
>f @ 96.903(5)
5 >f@ 90
9 310 6278(4)
Z 4
| FDOFG %0J P 1.087
>PA 0.066
Intervalos indexados - "Ke - "Ne "Oe
>f @ 5.58-51.996
Temperatura, [K] 100(2)
Refl. Colectadas 60444
Refl. Observadas 12238
(4sigma)
R(int.) 0.0499
GooF 1.014
5 z5 ! 1 0.0719/0.1758

R1, wR2 (all data)

0.1061/0.1971
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Estructura de rayos-X para el complejo (11)
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Tabla 7. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo (11B)

Enlaces / angulos 11B
B(1)-O(1) 1.451(3)
B(1)-0(2) 1.455(3)
B(1)-N(1) 1.587(6)
B(1)-C(14) 1.591(3)
0(1)-C(2) 1.343(3)
C(2),(7)-C(2) 1.482(7)
C(2)-C(1) 1.396(4)
C(7)-N(1) 1.266(7)
N(1)-C(8) 1.454(7)
C(8)-C(13) 1.388(4)
C(13)-0(2) 1.346(3)
0(2)-B(1)-C(14) 114.83(19)
0O(1)-B(1)-C(14) 112.56(19)
0(2)-B(1)-N(1) 91.4(2)
0(2)-B(1)-0(2) 110.57(18)
N(1)-B(1)-C(14) 110.0(2)
0(1)-B(1)-N(1) 90.8(2)
B(2)-C(17) 1.593(3)
B(2)-O(4) 1.471(3)
B(2)-N(2) 1.563(6)
B(2)-0O(3) 1.460(3)
0(4)-C(32) 1.352(3)
C(32)-C(27) 1.391(4)
C(27)-N(2) 1.462(6)
N(2)-C(26) 1.327(7)
C(21)-0(3) 1.346(3)
0(4)-B(2)-C(17) 113.03(18)
0(3)-B(2)-C(17) 111.89(18)
0(3)-B(2)-N(2) 90.8(3)
0(4)-B(2)-N(2) 91.9(2)
0(4)-B(2)-0(3) 111.45(18)
C(17)-B(2)-N(2) 114.5(2)
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ABSTRACT:We report the design, synthesis, and characterization

of two new uorescent molecular rotors of boron derived from Schi

bases: (2,4,8,10-teteatbutyl-6-phenyldibenzbf[1,3,6,2]-

dioxazaboronin&)(and 1,4-bis(2,4,8,10-tewebutyldibenzal,j-
[1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzdpeas well as the free ligand 2-
[[(3,5-ditertbutyl-2-hydroxyphenyl)imino]methyl]-4,&dibutyl-

phenoll. All compounds were fully characterized by NINR'B,

and®C), IR, UV/vis, uorescence spectroscopy, and high-resolution

mass spectrometry. The crystal structures aofd 4 showed

tetracoordinated boron atoms with semiplanar skeleton ligands. The

free rotation of theuorescent molecular rotor, only observed in the

binuclear compound, was decreased with increasing viscosity, while

the quantum yield was increased. Interestingly, the property of

reversible thermochromism was found in organebiortime solid

state. DFT calculations to determine the both complexes have free rotation aro@#Bilthe@PRhe boron compouds
and4 have shown low cytotoxicity activity in cell line A-431 and low green staining in cells.

1. INTRODUCTION and accompanying distortion of the dipyrromethene frame-

8 . . .
Fluorescent molecular rotors (FMRs) with viscosity-sensitif@'k- In another example, Shiraishi et al. reported that the

quantum yielddave received tremendous attention due to theffoMPOUNd/ serves as alorescent thermometer in water and
potential application in the detection of biomolecuIthe uorescence increases in the copolymer due to increase in

interactiond, polymerization processemd microviscostly. viscosity with behavior similar to that reported in compbund
Viscosity plays an important role in living organisms afyWhich the uorescence intensity increases with the restricted

uorescence imaging with molecular rotors is a technique tH2i@tion of the phenyl group in a medium of high viscosity. This
helps viscosity studies on a cellular®s@iteer potential property can be exploited as a practical and versatile tool to

applications of rotors involve their use as sensors to meadffasure microviscosftyOther groups have investigated
viscosity in biaiid® Organoboron compounds are interesting inchalcone  derivatives. Klymchenko and co-workers reported
this regard. Derent types of luminescent rotors of boron arghat compounttll shows solvatochromic property and acts as a
known, such as BODIPYs, chalcone derivatives, and boron4ig&osity-sensitive molecular _r’dtdme organoboron com-
(Chart 118X).” The BODIPYs are the most widely studiedPounds show low cytotoxicityThe synthetic methods,
group. Benniston and co-workers reported that the corhpounfiowever, involve several steps and requiree speitions

can be used to record how certaiidls respond to applied
pressures and changes of viscosity in the medium. The November 23, 2016
mechanism involves the gyration of the mesophenylene rigplished: January 30, 2017
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Chart 1. Luminescent Molecular Rotors of Organoboron Compounds

Scheme 1. Synthesis of Ligand 2 and Organoboron Compounds 3 and 4

as anhydrous atmospheres as evident in the BODIRNermochromic materials are potentially useful in thermometers,
chemistry? as temperature sensors, and in the development of warning
Fluorescent sensors have received attention because they $igwels and optoelectronic display deVisemteresting study
advantages in terms of sensitivity, selectivity, and the eafythe thermochromism properties of copper pyrazolates,
detection of the uorescence changes of the sysfems. promising compounds for sensor applications, was reported by
Previously, transition-metal complexes have been reported ias and co-workersOther examples involve copper iodine
exhibit the property of change in color ardnt temperatures. clusters that show reversible luminescence thermochromism
This phenomenon is called luminescent thermochromism awith intense orange emissidrend AGSCU' phosphine
represents an important area of solid-state chénildtey.  complexes that exhibit reversible emission change from yellow

2376 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 1Comparison of theorical and experimental isotopic distributions of spectra of thef{bbmidbund; the spectrum clearly indicates the
presence of two boron atoms.

to greert? Another group has investigated triarylboronobserved aBj 8.78 ppm, 4) 8.13 ppnt’ IR spectral analysis
compounds and their utility as excellent real-time and reversiewed that the CN stretching vibration bands 3cand4
temperature indicators withcancentration-independent were shifted to lower wavenumbers in comparison with the
featuré? ligand’® The mass spectra of boron derivatives showed the base
Recently, our research group reported the synthesis of a sgrestgk corresponding to the molecular ion peak and, for complex
of novel luminescent boron derivatives of tridentate ligands witithe rst fragmentation of the complex by removing the methyl
good solubility in polar solvetiti this work, we describe the substituent grouptertbutyl and the fragment of ligand
synthesis of luminescent boron derivatives ob&sts that act  coordinated to a boron atom 44682 (6.17%); the isotopic

as molecular rotors and their use as cell markers. distribution of parent ions in the spectra demonstrated the
presence of two atoms of boron in the organoklordhe
2. RESULTS AND DISCUSSION comparison of predicted theoretical and experimental isotopic

5 1. Svnthesis.Previously. similar binuclear or anoborondiStribUtionS of spectra for compodinglgiven irFigure 1
e Oy IS.Freviously, simi inu 9 2.3. X-ray Structure.Complexe8 and4 crystallized from

compounds derived from tridentated ligands have be HJHI evaporation of ACN and THF/acetone. Suitable single
synthesized and characterized by common spectroscopic an

spectrometric methods. However, due to the low solubility in
some organic solvents, it was not possible to isolate the crystal
structures or complete the solution characteriZdticorder
to improve the solubility, we have designed a nevb&shi
ligand2 which was prepared by condensation reaction of 3,5-di-
tertbutyl-2-hydroxybenzaldehyde with 3gértdiutyl-6-hy-
droxyaniline 1), and the boron compoun8sand 4 were
obtained by condensation of phenylboronic acid and diacid with
the ligand under rex in acetonitrileScheme)] respectively.
The resulting organoboron complexes are soluble in several
organic solvents; both complexes were stable in the solid state.
The compounds were fully characterized by R#IRE, and
13C) and IR spectroscopy, and mass spectrometry. The
complexe8 and4 were characterized by single-crystal X-ray
di raction (vide infra).

2.2. Solution and Solid StructuresThe existence of the N

B coord|na_t|0n bond was §V|dencédBDNMR s_pe(_:tra_for Figure 2View of the structure of tBeEllipsoids are drawn at the 30%
compound with one broad signal of 7.88 ppm indicative of Hrobability level. Distances: B@JL) 1.4536 (18), B(§O(2)
tetracoordinated boron atohin the*C spectra of boron for 1.4774(19), B(BN(1) 1.596(2), B(1$C(14) 1.609(2) A. Bond
complexes, the signals for C7 were shifted to low frequencifigles: O(&B(1)SC(14) 111.61 (11), O(BB(1)SC(14) 113.77
(151.73, 147.14 ppm) with respect to the ligand (165.45 ppna)1), O(2)SB(1)SN(1) 95.13(11), O(BB(1)SO(1) 112.75(11),
owing to coordination to boron, and the imine proton wasi(1)SB(1)SC(14) 110.81(11), O(8B(1)SN(1) 111.33(12).

2377 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 3View of the structure of theEllipsoids are drawn at the 30%

probability level. Distances: BQf14) 1.591(3), B(3O(1)
1.451(3), B(130(2) 1.455(3), B(I3N(1) 1.587(6), B(ZC(17)
1.593(3), B(30(4) 1.471 (3), B(JN(2) 1.563(6), B(2$0(3)
1.460(3) A. Bond angles: CEB(1)SC(14) 114.83(19), O(H
B(1)SC(14) 112.56(19), O(HB(1)SN(1) 91.4(2), O(1HB(1)S
N(1) 90.8(2), O(25B(1)SO(1) 110.57(18), N(1SB(1)SC(14)
110.0(2), O(4$B(2)SC(17) 113.03(18), O(HB(2)SC(17)
111.89(18), O(FB(2)SN(2) 90.8(3), N(25B(2)SO(4) 91.9(2),
O(4)SB(2)S0O(3) 111.45(18), C(1BB(2)SN(2) 114.5(23.

crystals for X-ray analysis were obtain8cafat4, and their
molecular structures are showhignires 2and3, while data

collection and reement parameters and bond lengths and
angles are availableTiables S1 and SBoth complexes
crystallized iR2,/ nspace group and are monoclinic. Cordplex
crystallized as an orange blockdamgstallized as an orange
diamond with molecules of solvent acetone.

The crystal structures ®fand 4 display tetracoordinated
boron atoms with distorted tetrahedral geometry and the
formation of two fused heterocyclesvefand six members.
The BSO bond distance8 [1.45461.477 A)4 (1.4581.471
A)] are characteristic for tetracoordinated boron complexes and
are comparable to the previously reported ¥altres BSN
bond lengths3(1.596 A)4 (1.56%1.587 A)] suggest strong
coordination of the nitrogen atoms with boron atoms because are
they are less than the estimated cova&idi$tance; this is
con rmed by the tetrahedral character of 89.8 arf8Da07%
for each moleculéThe distortion of the tetrahedral geometry
causes the boron atom to lie outside the plane from the
salicylidene rin@(plane: N6C1SC25C3501, =0.519 A,

4: plane: N§C1SC25C3501, =0.407 A). Crystal structures
of 3and4 show various close intermolecBl@{ySC15, 2.80

A), 4 (imine HSO other molecule, 2.291, 2.514 A); (imiSe H
acetone oxygen, 2.222 A); (H of acetone with ring (centroids 1
and 2, seBigure S132.921 and 2.771 A)] and intramolecular
interactions3 (H19501, 2.603 A), (H1502, 2.758 A)4
(H15SN1, 2.515), (H1801, 2.975), (H1603, 2.510), see
Figure #

2.4. Photophysical CharacterizationThe optical proper-
ties of compounds were obtained in THF, chloroform, and
methanol Table ). The absorption and emission spectf for
and 4 are shown irrigure 5 For compound3 and 4, the
absorption bands show tygin 319 and 460 nm, which can be
ascribed to the HOM&LUMO electronic transition; the molar
extinction coecients () of 3and4 were in the range of 4800
21000 M! cnt in di erent solvents. The optical band gaps
(eV) are characteristic of semiconductor materials. The

uorescence spectrum of compldxasd4 show emissions
around 520 nm in THF and CHOHowever, it is interesting to
observe that both compounds showed one emission at 386 nm in

Figure 4Intramolecular interaction8ahd4 [3 (H19501, 2.603), (H1502, 2.758)4 (H155N1, 2.515), (H1801, 2.975), (H1803, 2.510)].
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Table 1. Photophysical Data of Compounds 3 and 4

compd solvent 2bs(NM) x 10* (M5t cmSY) Ey(eV) em(NM) dyn viscosity (mP3 r (%)
3 THF 319, 455 1.4 2.41 514 0.55 0.002
chloroform 324, 460 1.9 2.35 529 0.55 0.09
methanol 320, 447 0.5 2.41 387 0.60 0.68
4 THF 319, 455 2.1 2.41 512 0.55 0.10
chloroform 322,461 1.2 2.33 523 0.55 1.69
methanol 319, 450 0.4 2.41 385 0.60 0.56

Figure 5Absorption and emission spectrum of comp8ward# in THF, CHCk, and MeOH.

Figure 6 Fluorescence spectra of compo8aasl4 in binary mixtures of methanol and glycerol énetlit ratios.

Figure 7Correlation of theuorescence quantum yield)(of organoboro8 (A) and4 (B) with values for the viscosity of the medi@moodness
of t) of 0.980.95.

methanol. This behavior is due to therdnce of solvent FosteSHo man equatioff. The observed increase im-

dynamic viscositieBaple ) as has been reported by molecularrescence intensity is consistent with the restricted rotation of the

rotors>® phenyl (bonded to the boron atomigere Fin the medium
Fluorescence measurements of monor@etebdinucledr of high viscosity and dissipated energy by intramolecular

in methanol/glycerol mixtures of egent viscosities (% of rotation, and the photoactivated molecule may relax by a

glycerol) show that theiorescence quantum yield increasesionradiative decay processes. The emission intensity increased

with increasing solvent viscodiigyre Y according to the  more for compound with medium viscosity (s€able 2

2379 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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because it has two points of rotation in the structure of the
molecule; in the literature, wil this behavior for ligands and
complexe¥.

Table 2. Spectroscopic Properties of Compounds 3 and 4 in
Binary Mixtures of Methanol and Glycétol

compd3 compd4
glycerol fraction 5 _— . _—
(Viv) (hm)  (m) (%) (m) (M) (%)

0 447 387 0.61 448 387 0.51

10 449 388 1.59 446 398 1.15

30 449 391 2.35 453 397 2.87

50 450 392 4.50 455 397 5.21

70 451 394 7.64 454 397 10.81

90 463 395 11.82 460 395 17.63
AMethanol/glycerol mixturej,.and ., are absorption and emission Fi .
maxima:  is the uorescence quantum yield. igure 9.Luminescence spectra of compdusickoom temperature

after heating and after grinding.

2.5. Reversible Thermochromism.The organoboroda

luminescence property was mesliwhen the complex was S18.

exposed to dérent temperatures. During heating et lthe To better understand the process of rotation of the aromatic
color changed from yellow to orange and the luminescenggy for comple#, we have followed two strategies;rétavas
intensity decreased under UV radiation to the naked eye, Rytotate only one ligand, and the second was to rotate only the
after cooling at room temperature the property retifigeds(  aromatic ring, keeping the two liganes, and both rotating
8ASC).™ The thermochromic propertylofias determined by processes were performed evérgl8ag the potential energy

surface Kigure 1)) The results of these calculations can be
observed iRigure 11The energy barrier value for compiex

rotate the aromatic ring is higher because of stects e
generated by thtertbutyl groups. However, when only one
ligand is rotated the relative energy value (energy barrier) is
smaller.

On the other hand, the rotation of the phenyl group in the
complexd was also studied. Com@#akhows an energy barrier
value of 6.26 kcal/mol by rotating the €®hbond every 30
with these results, we can mention that both complexes present
free rotation. 5

In addition, we have also calculated thsid¥pectrain both
complexes8s and 4. The experimental (460 and 461 nm,
respectively) absorption wes are very similar to those
calculated (463 and 465 nm, respectively).When we explored
the rotational energy barrier of the rotational ligand and phenyl
Figure 8 Fluorescence image of compaur(#) under vis and UV groups, we found that for the comlexto 120 the degree of
light at 25°C; (B) under vis and UV light at ZI5 (C) after cooling  absorption (482 nm) is slightly higher than that found in the
under vis and UV light at 25. global minimum (465 nm). This eience is because the
structuret (12C°) involves S transitions (se@gure Sl Itis
important to mention that the B3LYP method tends to slightly
luminescence spectroscopy in the solid stajerd 3. modify the energies of the rotation bartiemnpared to other
However, when compouhdas ground for 2 min on a mortar functional ones. We have used B3LYP because of its wide use in
the luminescence property was lostHigeee S1)9 similar to organic molecules.
that reported by Seki efal. Molecular orbitals and their energies for the congexis

2.6. DFT CalculationsIn order to explain the molecular are shown iRigure 12 he electron density is mostly located on
behavior for complexasnd4, we performed a theoretical study the ligands of both complexes and the electronic transitions,
using the density functional theory (DFT, B3LYP) inwhich mainly involve the HONS® LUMO and HOMO
combination with the 6-31G(d,p) basis set. All of the structure&/MO+1 frontier orbitals for the binuclear compound that
were characterized by calculating their frequencies. Our restdtsesponds to th& * transitions Tables S6).
suggest that structdrevith atransconformation is more stable  2.7. Cytotoxicity Activity and Cell Images. In vitro
than theciscon guration by only 1.38 kcal/mol; the explanationcytotoxicity activity of organoboBoand4 were evaluated on
for this is that the structure with th&onformation has more epidermoid carcinoma cell line A-431 erelint concentrations
steric hindrancé&igure 1)) Interestingly, the structure that has (from 20 to 1 g/mL) for 24 h. As DMSO was the solvent used
crystallized and characterized by X-ray has no symmetry bectrghe compounds, its toxicity was analyzed. The viability of the
one of the two ligands is displaced hyl®@s behavior could be cells shows lower toxicity for organob®iamd4 in all tested

2380 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 10Rotation of ligand and phenyl groups in com3exegl.

treated with 10g/mL for 2 h and then analyzed by confocal
laser microscopy; cells treated with the organoboron compounds
3 and4 presented a low green staining, due to poor solubility of
the compounds in the polar solvents, ailmdescence was
observed from the cytoplasm in both caspsé 1)

3. CONCLUSIONS

In summary, we describe the synthesis, characterization in
solution and solid state, and X-ray structure of two new
uorescent organoboron compounds. The binuclear compound
shows that theuorescence quantum yield increases strongly
with increasing solvent viscosity, and due to the rotor molecular
property, it was corroborated through B3LYP that organoboron
has the property of reversible thermochromism uBotiscent
organoboron compounds have shown low cytotoxicity, which is
good for potential medical applications but has a poor capacity
for staining cells. We are working to improve the hydrophilicity
of uorescent molecular rotors of organoboron compounds. The
binuclear molecular rotor showed reversible thermochromism as
Figure 11Rotation barrier energies for complBiue line belongsto  well as visco- and solvoluminescene. To the best of our

the rotation of the phenyl group, while the red line belongs to thl‘?nowledge this is thest example which showed this
rotation of the CF$B1 bond. multirespor;se

concentrations (338 M, 20 g/mL highest concentration); 4. EXPERIMENTAL SECTION
seeFigure 13 This behavior has already been reported for

. . . 4 .
molecules hﬁvmg Ilow CytOtOX'Q't.y to The dlnu?:Iear | re used without further padtion. Compountiwas synthesized as
compound shows lower cytotoxicity and tends to be less so iously reportédMelting points were performed on an Mel-Temp

and less penetrating for the compound in the cell. apparatus and are uncorrected. High-resolution mass spectra were
To determine the capacity of the organoboron compounds éBtained by LC/MSD TOF with APCI as ionization source. Infrared
produce uorescent stain on cells, A431 and B16F10 cells wesgectra were recorded using a 27 FT-IR spectrophotometer equipped

4.1. Material and Equipment.All starting materials and solvents

2381 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 12HOMO and LUMO molecular orbitals and their energies involved in the electronic transitions foBeomplexes

Figure 13E ects of organobor8mand4 on viability of A431 cells. Cell

proliferation was determined by MTS after treatment wétierdi

concentrations of compouBdsd4 (20, 10, 5, 2, and /mL) over Figure 14.Staining of cells with organoboron compounds. Confocal
24 h. microscopy of melanoma cells B16F10 (A, B) and A-431 (C, D) treated
with 10 g/mL of each compound for 2 h.

with an ATR accessory with a singkction ZnSe ATR crystal. UV
spectra were obtained with a UV/vis spectrophotometer, and emissigrhed. Crystallographic data for the structure reported in this paper
measurements were performed on a spenmeter:H, 1°C, and have been deposited in the Cambridge Crystallographic Data Centre
118 NMR spectra were recorded on a DPX 400. Chemical shifts (PPEBCDC 1518382 and 1518383).

are relative to (CHLSi for H and **C. B NMR spectra were 4.3. Synthesis of B-2,4-Ditert-butyl-6-((3,5-di+tert-butyl-2-
referenced externally to;BfEL. Mass spectra were recorded on an hydroxybenzylidene)amino)phenol (2).A solution of 3,5-dért

API 2000 LC/MS/MS system. butyl-6-hydroxyanilind)((0.66 g, 3 mmol) and 3,5tdirtbutyl-2-

4.2. Crystal Structure Determination.The crystals & and4 hydroxybenzaldehyde (0.70 g, 3 mmol) in acetonitrile were heated
were covered with a layer of hydrocarbon oil that was selected amdier reux for 48 h using a D&®tark apparatus for removal of water
mounted with paratone-N oil on a cryo-loop and immediately placedby azeotropic distillation. The reaction mixture was slowly cooled to
a low-temperature nitrogen stream at 100(2) K. The datanfi4 room temperature, the solvent was evaporated, hexane was added, the
were recorded on a diactometer equipped with a graphite precipitated solid wallered and discarded, the liqulbrate was
monochromator and a Mo Kne-focus sealed tube=(0.71073 A). concentrated, and acetonitrile was added. Solvent was allowed to
The structure was solved by direct methods using SHEEX%97 evaporate slowly, and after 5 days yellow crystals were obtained that lost
re ned again$® on all data by full-matrix least-squares with SHELXLbrightness over time, possibly due to crystallization with solvent. The
973" All of the software manipulations were done under the WIN-GEompound was soluble in hexane to give 0.72 g. Yield: 54.9%& Mp: 104
environment program $8all heavier atoms were found by Fourier 105°C. *H NMR (400 MHz, €Dg, 298 K): = 1.29 (s, 9H; Bu-5),
map dierence and raed anisotropically. Some hydrogen atoms weré.31 (s, 9Ht Bu-10), 1.60 (s, 9#Bu-3), 1.63 (s, 9 Bu-12), 6.83
found by Fourier map érences and med isotropically. The (d,1H,H4),6.98 (d, 1H,H11),7.43(d, 1H, H9), 7.60 (d, 1H, H6), 8.13
remaining hydrogen atoms were geometrically modeled and are (mtLH, H7), 12.92 (s, 1H, OHIC NMR (100 MHz, €Dg, 298 K): =

2382 DOI:10.1021/acs.joc.6b02802
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29.8 (CH,tBu-3), 29.9 (CHtBu-12), 31.8 (CHt Bu-5), 31.9 (CH using quinine sulfate in30, 0.1 M as the standard. Three solutions
tBu-10),113.5(C4), 122.9(C6), 127.9 (C11), 128.1 (C9), 165.5 (C7with absorbance at the excitation wavelength lower than 0.1 were
HETCOR [ 4/ c]: 1.29/31.25 (CH, t Bu-5), 1.59/29.34 (Cft Bu- analyzed for each sample, and the quantum yield was averaged. The
3), 6.89/113.93 (H4/C4), 6.98/127.4 (H11/C11), 7.42/122.46 (H6/ viscosity of the solvent mixture (methanol/glycerol) was determined

C6), 7.60/127.99 (H9/C9), 8.12/165.94 (H7/C7). COSY [4]: using a Viscometer-ViscoLab 3000.
7.43/6.82 (H6/H4), 7.60/6.98 (H9/H11). HRMS (APCI/TOF-Q) 4.7. Cytotoxicity Assays in Cells and Cell ImageHuman
z [M + 1]* calcd for gH,NO, 438.3367, found 438.3368. IR  epidermoid carcinoma ATCC cell line A431 was employed to test the
(cnth): 3063 (OH), 1629 (C N). UVSvVis (THF): apeimax max® 10% cytotoxic eects of compourland4. A431 cells was maintained in
342 nm, 2.5 Rk cn™. Fluorescence (THF)uormax07 nm. Dulbeccts Modied Eagle Media (DMEM) with 4 mMylutamine

4.4. Synthesis of 2,4,8,10-Tetr&ert-butyl-6-phenyldibenzo- and supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 IU/mL of

[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronine (3).A solution of2 (0.219 g, 0.5 penicillin, and 100 g/mL of streptomycin. Culture of cell line was carried
mmol) and phenylboronic acid (0.064 g, 0.52 mmol) in acetonitrileut at 37°C in an incubator with 95% air and 5% &@osphere.
were heated under vx for 48 h using a Deé#Btark apparatus for the  Cytotoxicity of compoun@8sind4 was tested against this cell line at 1,
removal of water by azeotropic distillation. The reaction mixture was5, 10, and 20g/mL. Tumor cells were seeded in 24-well tissue
slowly warmed to room temperature, and the solvent was concentrateliure plates with610* cells/well, and 24 h after platting they were
and allowed to evaporate slowly at 12 h. Orange crystals were obtaisiggplemented by triplicate with compo8mahd4. All dilutions were
The compound was soluble in THF. Yield: 0.26 g (82.5%). Mp: 258prepared with fresh culture media, and plates were incubated for 5 days.
259°C."H NMR (400 MHz, THFds, 298 K): =1.32 (s, 9H,Bu-5), Cells in plates were washed with PBS pH = 7.4 to remove death cells.
1.33 (s, 9H,Bu-10), 1.45 (s, 91HBuU-3), 1.48 (s, 9HBuU-12), 6.98 (t, Surviving cells were measured by the MTS method [3-(4,5-
1H, Hp), 7.26 (m, 2H, Hbandm), 7.32 (d, 1H, H11), 7.58 (d, 1H, dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
H4), 7.51 (d, 1H, H6), 7.64 (d, 1H, H9), 8.78 (s, 1H, HZ)NMR 2H-tetrazolium] and related to the mock cell population by measuring
(100 MHz, THFgg, 298 K): =29.9 (CH, t Bu-12), 30.2 (Cklt Bu- absorbance at 590 nm to establish cell viability with previous
3), 31.9 (CH, t Bu-10), 32.2 (CHlt Bu-5), 35.1 (Gater t BU-5), 35.6 microscopic analysis for morphological changes exploration in cells.
(Cquater t BU-10), 35.7 (faarer t BU-3), 36.3 (Gater t Bu-12), 110.9 B16F10 murine melanoma cells were seeded in 12-well plates on
(C6), 120.7 (C10), 126.1 (C11), 126.8 (C4), 1278,(€32.3 (Co polylysine-coated sterile coverslips at a density@tells per well in
andm), 133.0 (C9), 136.7 (C5), 140.1 (C12), 142.8 (C3), 142.6 (C1),1 mL of DMEM/F12 media supplemented with 10% fetal bovine serum
151.7 (C7), 155.1 (C2), 155.8 (C13). HETCOR [d]: 1.46/30 and maintained at 3C in a controlled humid atmosphere of 5% CO
(CH,,tBu-3/CtBu-3), 1.32/31.91 (Cft Bu-5/CtBu-5), 6.96/127.8  and 95% air. Twenty-four hours later, the medium was renewed and cells
(H-p/C-p), 7.25/132.33 (Hrandm/C-oandmm), 7.32/126.11 (H11/  were exposed to the compounds at a concentrationgdfnl((6.5
C11), 7.39/126.81 (H4/C4), 7.52/110.98 (H6/C6), 7.63/132.95 (H9/ ppm) for 2 h. Untreated cells or treated with DMSO were used as
C9), 8.80/151.66 (H7/C7). COSYJ 4]: 7.26/6.97 (Heandm/H- controls. Supernatants were removed, and coverslips were washed once
p). 1'B NMR (128 MHz, THFk, 298 K): =7.88 ppm. HRMS (APCI/ with 1 mL of PBS, mounted on microscope slips using Vectashield, and
TOF-Q) m'z: [M + 1]* calcd for GH,BNG, 524.3694, found imaged using confocal laser microscopy. Samples were excited at 458
524.3696. IR (cmY): 2957 (GSH,omaik 1627 (C N). UVSvis nm, and theuorescence emission was measureds#1£78m for
(THF): absimax maxX 10°455 nm, 1.4 R4 cnP?, Fluorescence (THF):  compound8 and4. _ _

Fluo/max@14 nm. 4.8. Computational Details All calculations were performed using

4.5. Synthesis of 1,4-Bis(2,4,8,10-tetrgert-butyldibenzo- the GAUSSIAN 09 software packagle geometry of structu@s

[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzene (4)A solution of2 and4 was fully optimized with the B3LYP 1/6-31G(d,p) méttidue
(0.44 g, 1 mmol), benzene-1,4-diboronic acid (0.083 g, 0.5 mmol), anihima were characterized by calculating their vibrational modes at the
acetic acid (0.5 mL) in acetonitrile was heated ungdefoe48 husing ~ same level of theory. In order to know the rotation energy of the phenyl
a DeaBStark apparatus for the removal of water by azeotrop@oup and one of the ligands, the bonds involved for that rotation were
distillation. The reaction mixture was slowly warmed to roorfptated by 38180 or 360, depending on the case. Results were
temperature; the precipitated solid er®d and washed with hexane. Visualized using the Chemcraft program v1.7.
The compound was partially soluble in acetone and THF, and it
crystallized separately in acetone and a mixture of (THF/acetonitrile/y ASSOCIATED CONTENT
acetone), obtaining yellow-orange crystals. Yield: 0.38 g (80.31%). ¥p:Sypporting Information

35(5352°C."H NMR (400 MHz, THFd, 298 K): =1.20 (s, 18H; TThe Supporting Information is available free of charge on the

Bu-5), 1.23 (s, 181Bu-10), 1.32 (s, 18HBu-3), 1.36 (s, 18HBuU- ot ; . ;
12,6.98 (d. 41, H-15), 7.06 (d. 2H. H11), 7.15 (d, 2H. 1), 7.18 (d, ZACS Publications websitddOl:10.1021/acs.joc.6b02802

H6), 7.46 (d, 2H, H9), 8.13 (d, 2H, HAC NMR (100 MHz, THFe, X-ray crystallographic date3fand4 (CIF)

298 K): =28.2 [(CH) t-Bu-12], 28.5 [(CH) t-Bu-3], 30.3 [(CH) t- Tables of crystallographicnement parameters and
Bu-10], 30.6 [(CH t-Bu-5], 33.1 [(Guae) t-BU-5], 33.5 [(Guate) t- geometric features Band4 (PDF

Bu-10], 33.7 [(Guae) t-Bu-3], 34.3 [(Guare) t-Bu-12], 108.1 (C4), Spectra for compoun®S4 and crystal data for

124.1 (C11), 124.3 (C6), 129.3 (C15), 131.2 (C9), 147.1 (C7), 153.1  compound8 and4 (PD
(C2), 153.8 (C13), 153.8 (C8). HETCOR4[ ]: 6.95/129.33 P (PDR
(H15/C15), 7.07/124.18 (H11/C11), 7.09/107.98 (H4/C4), 7.16/
124.27 (H6/C6), 7.47/131.16 (H9/C9), 8.15/147.03 (H7/c7).cosy ~ AUTHOR INFORMATION
[ W ul: 7.46/7.06 (H9/H11)1B NMR (128 MHz, THF, 298 K): Corresponding Author

= 8.42 ppm. HRMS (APCI/TOF-Q)Vz. [M + 1]* caled for  *E-mailvictor.jimenezpr@uanl.edu.mx
CoHgeBN,0, 969.6846, found 969.6844. IREnT™): 2955 (G5 ORCID
Haromat 1617 (C N). UVSvis (THF): e x 10* 455 nm, . .
2.1 MPlenPl. Fluorescence (THF);:mr,manTannrﬁ.x H; V. RaS|I_<a Di@sD0-0002-2362-1331

4.6. Absorbance, Emission, and Luminescence Quantum  Victor M. Jinteez-P@z:0000-0003-4306-2482
Yields. UVSvis absorption spectra were measured on a 36Rgtes
spectrophotometer. Optical band ggpwas determined from the : ol
intercept with thX axis of the tangent of the absorption spectrumThe authors declare no competirgncial interest.
drawn at absorbance of 0.1. The emission spectra have been recorde
with a spectraworometer, by exciting 10 nm below the longer _%CKNOWLEDGN_IENTS
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Abstract

In this paper, we report a series of Schiff bageghesized by the condensation
reaction between 2-hydroxy-1-naphthaldehyde withiren derivatives as well as their
further coordination with diphenylborinic acid fgiving the corresponding boron Schiff
bases (BOSCHIBAS) H)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)metleyie)pyridin-
3-amine La), (E)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)metteyle)-2,6-di-
methylaniline 2a), and E)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)metleyle)-2,6-di-
isopropylaniline 8a). The resulting BOSCHIBAs were characterized by RINH, °C,
and 'B), FT-IR, and atmospheric pressure ionization tohélight mass spectrometry.
BOSCHIBAla was structurally characterized by single-cryssatucture analysis indicates
that the boron atom adopts a tetrahedral molegdametry into a six-membered ring with
a half-chair conformation. BOSCHIBAka-3a and their ligand4-3 exhibit relatively low
guantum yields in a range from 1 to 3 %. In a bagymg study by using the BOSCHIBASs
2a, and3a as fluorescent staining dyes, those materials si@mhanced features in terms
of low cytotoxicity, simple synthesis, photostatyili hydrolytic stability and specific

staining for cytoplasm structures.

Keywords: BOSCHIBAs, cytoplasm staining, low cytatty, high photostability,

fluorescent bioimaging.



Introduction

Nowadays fluorescence bioimaging (FBI) based onllsonganic molecules have
gained tremendous attention as an indispensableramellular biology and biomedical
research because it provides a unique approachth®rvisualization of cell internal
structures with morphological details in tissuaaubcellular resolution level. Hence, FBI
might advance knowledge of cellular biology andedise at the molecular level: bath
vitro andin vivo [1]. Nevertheless, this technique is not invasive, iaungl revolutionizing
the biomedical research and clinical praciige

On the flip side, the cytoplasm is a fluid thickkan water which contains all the
cell organelles and it provides mechanical supfmthe internal cell structures. Moreover,
the most important activities into the cell occarthe cytoplasm which include metabolic
process, breakdown of waste, glycolysis, and celisidn. In this sense, recently
fluorescent cytoplasm markers have gained muchesttsince they can associated with the
diseases and abnormal cellular functigB$. As examples of fluorescence cytoplasm
markers in the literature, there are reported adids, nanoparticlep4], quantum dots
[5,6], lanthanide complexes [7], and small organic mdkx such as organoboron
compounds [8]. All these fluorophores must covemedmportant features for practical
analyses which include solubility, low cytotoxigitphotostability, and degradability. In
particular, the cytotoxicity, and photostability eatwo important parameters to be
measurement before thinking about the practicapgae or application. It is remarkable
that in recent years there has been considerabiesity in the synthesis of organoboron
compounds in areas such as supramolecular chenjBjrymedicinal chemistry [10],

materials chemistry [11], imaging materials [12}ganic light-emitting diodes [13],



organic field effect transistors [14], and photspensive materials [15,16]. Specially, the
responsiveness has increased to those boron SmsH#s (BOSCHIBAs) due to they
provide an interesting variety of molecular struatuconformations and while electron
withdrawing imine group (C=N) interacts with mefahs giving rise to materials with
different optoelectronic properties [17] and selerew applications [18]. Furthermore,
bidentate Schiff bases could act as fluorescenecntdr sensors for detection of toxic
heavy metals in living cells by confocal microscgp9,20]. In the literature there are many
reports of the synthesis of BODIPY type boron coomas which have shown to be useful
in FBI. These compounds display adequate permgaliirough cell membrane and it
diffuses within the cytoplasm [21,22]. Likewise,det FBIsin vitro orin vivofor practical
situations, the photostability under UV-Vis lightadiation plays an important role. With
the purpose to avoid the photobleaching, someesgjfies have been reported by the addition
of antifading compounds, organic antioxidants, létipstate quenchers [23], and
micrometer-sized polydimethylsiloxane wells [24pwver, it has scarcely been studied to
use the bulky groups in organic dyes to reducepti@obleaching effect [25]. We have
recently reported that mononuclear and binucleaG8BIBAs (Figure 1) [26] exhibit a
low cytotoxicity level which is good for potentiniomedical application but they have also
a poor capacity for staining cells with a low quantyield (F1%) attributed to the
boron atom is outside the ligand-plane.

Keeping this in mind, we designed new fluoresce@SEHIBAs where the-
system delocalization was increased by the addiiothe naphthyl group [27] and the
photo-stability was also increased by the use éybgroups (Scheme 1). All BOSCHIBAS

la-3a and their free ligartd3 were fully characterized by NMRH, *'B, and*°C), ATR-



IR spectroscopy, and atmospheric pressure ionizainoeof-flight mass spectrometry. In

the case of BOSCHIBA&g, it was characterized by X-ray diffraction.

Figure 1.Here

Experimental Section
General marks

All starting materials were procured from Aldricth@nical Company. Solvents
were used without further purification. The diphkyinic acid (PhBOH) was preparesh
situ as previously reported in the literature [28]. Mwj points were confirmed by using an
Electrothermal Mel-Temp apparatus. Infrared speetee recorded using a Bruker Tensor
27 FT-IR spectrophotometer equipped with a PikeaM&™ ATR accessory with single
reflection ZnSe ATR crystatH, **C, and*'B NMR spectra were recorded in CQGh a
Bruker advance DPX 400. Chemical shifts (ppm) atative to (CH),Si for *H and*C.
B NMR spectra were referenced externally taBIEL. Atmospheric pressure ionization
time-of-flight mass spectrometry(APCI-TOF-MS) ingitive ion mode was acquired on an

Agilent Technologies instrument.

X-ray crystallography

The X-ray crystallography data féa (CCDC: 152051 Rvere measured at 100(2) K
on a Bruker D8 Quest with a Photon 100 CMOS deteetyuipped with an Oxford
Cryosystems 700 series cooler, a Triumph monochiamnand a Mo la fine-focus sealed

tube ( = 0.71073 A). Intensity data were processed usiiegBruker Apex Il program



suite. All the calculations for the structure detgration were carried out using the
SHELXTL package (version 6.14). Initial atomic pasis were located by direct methods
using XS, and the structures of the compounds wefreed by the least-squares method
using SHELXL. Absorption corrections were applieg lssing SADABS. All the non-

hydrogen atoms were refined anisotropically. Hyérogitoms were placed in idealized

positions and refined as riding atoms with relatsaropic displacement parameters.

Optical measurements

UV-Vis absorption spectra were measured on a U\ttspavere obtained with a
Perkin Elmer Lambda 365 UV/Vis spectrophotometdre Emission spectra have been
recorded with a Fluorolog-3 research spectromdigrexciting 10 nm below the longer
wavelength absorption band. Fluorescence quantuetdsyi E¢) in solution were
determined according to the procedure reportechénliterature [29] and using quinine
sulfate in HSO, 0.1M (F = 0.54 at 310 nm) as the standard. Temperaturaegagated at
25.0+0.5 °C with a water circulating bath. Threkigons with absorbance at the excitation
wavelength lower than 0.1 were analyzed for eachpsa and the-  was averageB.r
measurements were measured by the relative methddtle quantum yield of the

unknown,F y, is calculated according to the following equation
—— == )

whereF g is the quantum yield of the standard, A is theodtence of the solution, E is the
corrected emission intensity,is the relative intensity of the exciting lightcam is the
average refractive index of the solution. Subssrigtand X refer to the reference and

unknown compound, respectively.



Photostability testing and stability in aqueous DMSolutions

With the purpose to perform stability assay, BOSEBAH 1a-3awere adjusted to
give absorption of 0.5 u.a at the short wavelergtBorption band. The samples were
illuminated with 1.2 mW/cr (365 nm) for 60 min with interval of 10 min at roo
temperature with air atmosphere. Each absorptie@cteagn was measured by using a
Perkin Elmer Lambda 365 UV/Vis spectrophotometerthe region of 190-700 nm.
Likewise, the stability in aqueous solutions at ¥ of DMSO was evaluated under the
same experimental condition without photoirradiati8oth analyses are critical to assess

how stable the dye is during imaging applicatioissussed later.

Cytotoxicity Assays

B16F10 murine melanoma cells (ATCC CRL-6475, Maaas¥A) were used to
determine the cytotoxic effects dB-3a complexes. Cells were maintained in GIBCO-
DMEM/F12 culture media supplemented with 10% FB8 &K antibiotic-antimitotic (all
from ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), at 37fiCan atmosphere of 5% GCFor
the experiments cells were plated in 96-wells glatea cell density of 2000 cells per well
in 100 L of media and let them undisturbed overnight befive treatments were added.
Compounds were added at concentrations of 0.15152and 10rg/mL. Forty-eight hours
later 10m of alamarBlue (Biosource Invitrogen Life Techngies, Carlsbad, CA) were

added to each well to determine cell viability émling manufacturer’s instructions.



Bioimaging Assays
To assess the BOSCHIBAs capabilities to stain deligitro, B16F10 cells were

plated at densities of 5x1@ells per well in 5001L of media on coverslips in 12 wells
plates. After overnight incubation 1@/mL of each complex were added to each well and
2 hours later coverslips were mounted with Vectdhi(Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA) and analyzed by confocal microscapya Leica TCS SP5 Confocal
System at excitation wavelength of 405 nm and eomssf 420-550 nm, or excitation of
488 nm and emission of 500-600 nm. DMSO treateds agbre used as a control to

determine endogenous fluorescence.

General procedure of synthesis of BOSCHIBAs lar@aSchiff bases 1-3.
(E)-1-((pyridin-3-ylimino)methyl)naphthalen-2-ol)(1

A homogeneous mixture of 2-hydroxy-1-naphthaldeh{@g0 g, 2.91 mmol) with
3-aminopyridine (0.27 g, 2.91 mmol) in acetonitivas heated under reflux for 48 h. The
reaction mixture was slowly cooled at room tempertnd the precipitated product was
filtrated and washed with hexane to give 0.57 §@2nmol, 79 % vyield) ol as a yellow
solid. M.P.: 182° C; FT-IRmax (cm™): 3048, 1624 (C=N), 1562, 1484; UV/Vis (THF):
| absimad{nNM), [Ema10* (M em™)]: 377[0.10], 322; Fluorescence (CHI | fuor (NM): 490;
H NMR (400 MHz, CDCY) (ppm): 7.16 (1H, d,3J = 8.0 Hz, H-3), 7.37 (2H, m, , H-7,
H-14), 7.54 (1H t3J = 16 Hz, H-8), 7.65 (1H, ¢J = 8.0 Hz, H-13), 7.75 (1H, d) = 8.0
Hz, H-6), 7.84 (1H, d3J = 12 Hz, H-4), 8.13 (1H, &J = 8.0 Hz, H-9), 8.54 (1H, &) =
8.0 Hz, H-15), 8.63 (1H, d)J = 4.0 Hz, H-17), 9.42 (1H, s, H-11), 14.93 (1HO$); *°C

{*H} NMR (100 MHz, CDC}) (ppm): 109.42 (C-1), 119.22 (C-9), 120.68 (C-D3D6



(C-14), 124.09 (C-7), 127.80 (C-13), 128.35 (CB)9.53 (C-6), 132.94 (C-10), 136.52
(C-4), 142.99 (C-17), 143.75 (C-12), 147.76 (C-188.70 (C-11), 166.20 (C-2JH/**C
HETCOR NMR d (ppm): 7.16/120.54 (H-3/C-3), 7.36/123.84 (H-14i0); 7.54/128.21
(H-8/C-8), 7.64/127.66 (H-13/C-13), 7.75/129.41 GIG-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),481&2.89 (H-17/C-17), 9.42/158.57
(H-11/C-11); 'H/"H COSY NMR d (ppm):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& (H-9/H-8), 8.54/7.38 (H-15/H-14).

(E)-1-(((2,6-dimethylphenyl)imino)methyl)naphthaiol (2)

Preparation o was accomplished like that @ffrom 2-hydroxy-1-naphthaldehyde
(0.50 g, 2.91 mmol) with 2,6-dimethylaniline (0.3p 2.91 mmol). The product was
obtained as a yellow solid with yield of 75 % (0.602.18 mmol). M.P.: 118° C. ATR-
IRumax 3074, 2990, 2948, 1613 (C=N), 1573, 1161 cdV/Vis (THF): | apsimax(NM),
[ema10* (Mcm™)]: 364 [0.58], 315; Fluorescence (CH{ | fuor (NM): 473'*H NMR
(400 MHz, CDC}), (ppm): 7.13 (1H, dJ = 8.0 Hz, H-3), 7.20 (3H, m, H-14, H-15, H-
16), 7.36 (1H, t3J = 16.0 Hz, H-7), 7.51 (1H, t) = 16.0 Hz, H-8), 7.77 (1H, dJ = 8 Hz,
H-6), 7.86 (1H, d3J = 8.0 Hz, H-4), 8.00 (1H, ¢J = 8.0 Hz, H-9), 2.34 (6H, s, H-18, H-
19), 9.14 (1H, s, H-11), 15.24 (1H s, OHJC NMR {*H}(100 MHz, CDCE) (ppm):
18.77 (C-18,C-19), 108.49 (C-1), 118.85 (C-9), @1 (C-15), 123.50 (C-7), 125.70 (C-3),
127.41 (C-5), 128.14 (C-8), 128.70 (C-14, C-16)9.32 (C-6), 129.70 (C-13, C-17),
133.27 (C-10), 136.06 (C-4), 145.86 (C-12), 16X 32L1), 168.02 (C-2)*H/*C HETCOR
NMR appm): 2.31/18.60 (H-18,19/C-18,19), 7.14/125.663(KC-3), 7.20/128.69 (H-14,

16/C-14, 16), 7.23/121.56 (H-15/C-15), 7.37/123(#B7/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), 8118.79 (H-9/C-9), 9.16/161.27 (H-
11/C-11);*H/*H COSY NMRd (ppm):7.86/7.13 (H-4/H-3), 7.77/7.38 (H-6/H-7)57/7.38

(H-8/H-7), 7.99/7.51 (H-9/H-8).

(E)-1-(((2,6-diisopropylphenyl)imino)methyl)naphitra-2-ol (3)

Preparation 08 was accomplished like that @ffrom 2-hydroxy-1-naphthaldehyde
(0.5 g, 2.91 mmol) with 2,6-diisopropylaniline (Q.5, 2.91 mmol). The product was
obtained as a yellow solid with yield of 73 % (0g,(®.12 mmol). M.P.: 192° C. AT-|Rax
cm™: 2980, 2964, 2943, 1620 (C=N), 1575, 1172, UV/EiISIF): | apsimax(Nm), [€ma10*
(M?*emh)]: 362[0.71], 315; Fluorescence (CHgI | quor (NM): 477;*H NMR (400 MHz,
CDCly), (ppm): 1.13 (12H, d®J = 8.0 Hz, H-19, H-20, H-22, H-23), 3.02 (2H, sepid=
28.0 Hz, H-18, H-21), 7.10 (1H , & = 8.0 Hz, H-3), 7.15 (3H, m, , H-14, H-15, H-16),
7.24 (t, 1H3J = 16 Hz, H-8), 7.39 (1H, £J = 16 Hz, H-7), 7.66 (1H, d)) = 8.0 Hz, H-6),
7.76 (1H, d,J = 8.0 Hz, H-4), 7.89 (1H, dJ = 8.0 Hz, H-9), 8.98 (1H, s, H-11), 15.13
(1H, s, OH);**C NMR {*H}(100 MHz, CDCE) (ppm): 22.66 (C-19, C-20, C-22, C-23),
27.27 (C-18, C-21), 107.30 (C-1), 117.70 (C-9),.B2Q(C-3), 122.39 (C-8), 122.49 (C-14,
C-16), 125.21 (C-15), 126.38 (C-5), 127.07 (C-28.B0 (C-6), 132.15 (C-10), 134.87 (C-
4), 139.22 (C-13, C-17), 142.94 (C-12), 160.61 (-1166.35 (C-2);H/**C HETCOR
NMR a(ppm): 1.09/22.54 (H-19, 20, 22, 23/C-19, 20, 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, 18/ 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), 71658.26 (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-1H/*H COSY NMRd (ppm):7.75/7.09 (H-

4/H-3), 7.38/7.25 (H-7/H-8), 7.38/7.65 (H-7/H-6)88/7.25 (H-9/H-8);



(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)me#mye)pyridin-3-amine (1a)

A solution of €)-1-((pyridin-3-ylimino)methyl)naphthalen-2-o1 (0.1 g, 0.40
mmol) with diphenylborinic acid (0.18 g, 1.0 mmatl)acetonitrile was heated under reflux
for 48 h. The reaction mixture was slowly cooleddom temperature, and the precipitated
product was filtrated and washed with hexane folldwby recrystallization in a
chloroform/hexane mixture to give 0.16 g (0.39 mn3&%) of BOSCHIBA3a as a yellow
crystalline solid. M.P.: 222° C; FT-IRmax (cmi'): 2962, 1624, 1608(C=N), 1550, 1458,
1312, 1204, 1140, 892, 878, 825, 795, 745, 702 Y®23,597; UV/Vis (THF): apsimax
(nm), [ema*10* (Mem™)]: 425[0.51], 337; Fluorescence (CH{I | fior (NnM): 530;H
NMR (400 MHz, CDCJ)) (ppm): 7.98 (1H, d®J = 4 Hz, H-3), 7.09 (7H, m, H-13, 4hh
2H-p), 7.27 (2H, m, H-7, H-8), 7.36 (4H, & = 8.0 Hz, H-8, 4Hp), 7.43 (1H, t3J = 16
Hz, H-14), 7.59 (1H, i®J = 8.0 Hz, H-6), 7.77 (1H, d) = 8.0 Hz, H-4), 7.81(1H, &) =
12 Hz, H-9), 8.33 (1H, d®J = 4.0 Hz, H-15), 8.37(1H, s, H-17), 8.86 (1H, s1H: °C
NMR {H}(100 MHz, CDCk) (ppm): 111.56 (C-1), 119.27 (C-9), 121.52 (C-D3.D4
(C-7), 124.70 (C-13), 126.79 (C-14), 127.27 tC-Cp), 127.75 (C-5), 129.42 (C-8),
129.72 (C-6), 132.31 (C-10), 132.60 (C-4), 133.T30), 141.29 (CH, 142.56 (C-17),
144.99 (C-12), 148.82 (C-15), 157.75 (C-11), 1650€); 'B NMR (128 MHz, CDC}))
(ppm): 7.38; APCI-TOF-MS in positive ion mode céfiar, [(CgH21N204B+H)™]: 413.1700

u.m.a; Exp.: 413.1822 u.m.a

(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)me#me)-2,6-dimethylaniline (2a)
Preparation of BOSCHIBAR&a was accomplished like that d& from Schiff base

(0.1 g, 0.36 mmol) with diphenylborinic acid (0.1f 0.93 mmol). The product was



obtained as a yellow solid with a yield of 92 %1@.g, 0.32 mmol); M.P.: 212° C; FT-
IRumax (CniY): 2964, 1624, 1605(C=N), 1549, 1458, 1312, 120301 1000, 892, 879, 825,
796, 745, 702 (O-B), 635; UV/Vis (THF):apsimaxdnNm), [€ma*10* (M cm™)]: 400[0.39],
327: Fluorescence (CH§M | fuor (NM): 480:'H NMR (400 MHz, CDCJ)) (ppm): 6.82
(1H, d,%J = 8.0 Hz, H-3), 6.97 (7H, m, H-15, 4i; 2H), 7.16 (2H, d3J = 12 Hz, H-14,
H-16), 7.27 (1H, t3 = 12 Hz, H-7), 7.32 (1H, &) = 8.0 Hz, 4He), 7.45 (1H, t3J = 20
Hz, H-8), 7.67 (1H, i®J = 8.0 Hz, H-6), 7.77 (1H, dJ = 8.0 Hz, H-4), 7.86 (1H,d)=8
Hz, H-9), 1.79 (2H, s, H-18, H-19), 8.64 (1H, s1#); *C NMR {*H}(100 MHz, CDC})
(ppm): 18.12 (C-18, C-19), 110.45 (C-1), 118.229)C-120.72 (C-15), 123.20 (C-7),
125.16 (C-13), 125.47 (@ Co), 126.59 (C-5), 126.70 (C-8), 127.47 (C-14, C-1&@8.00
(C-13, C-17), 128.53 (C-6), 132.10 (- 132.67 (CH, 133.67 (C-10), 138.88 (C-4),
144.01 (C-12), 159.89 (C-11), 163.70 (C-ZB NMR (128 MHz, CDC)) (ppm): 4.76;
APCI-TOF-MS in positive ion mode calc. ff{CziH.6NO4B+H)"]: 440.2100 u.m.a; Exp.:

440.2182 u.m.a

(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)me#mne)-2,6-diisopropylaniline (3a)
Preparation of BOSCHIBA&a was accomplished like that b& from Schiff base3
(0.1 g, 0.30 mmol) with diphenylborinic acid (0.3 0.71 mmol). The product was
obtained as a green solid with a yield of 30 %48.9, .091 mmol ); M.P.: 200° C; FT-
IRumax (cmi®): 2967, 1623, 1607(C=N), 1547, 1456, 1343, 132D6] 1141, 999, 894, 878,
825, 796, 745, 702 (O-B), 634; UV/Vis (THH)apsmax(NM), [Ema10* (M em™)]: 398
[0.81], 329; Fluorescence (CHSII fuor (NM): 480'H NMR (400 MHz, CDCJ), (ppm):

1.13 (6H, d.2J = 8.0 Hz, H-22, H-23), 1.16 (6H, d) = 8.0 Hz, H-19, H-20,), 3.57 (2H,



septeto?] = 28 Hz, H-18, H-21), 7.20 (1H, &) = 8.0 Hz, H-3), 7.29 (3H, m, , H-14, H-15,
H-16), 7.35 (6H, m, 4Hn, 2H), 7.49 (1H, t3J = 16 Hz, H-7), 7.54 (5H, m, H-8, 4b),
8.00 (1H, d3J = 12 Hz, H-6), 8.14 (1H, d) = 12 Hz, H-4), 8.28 (1H, d)J = 8.0 Hz, H-9),
8.90 (1H, s, H-11)**C NMR {*H}(100 MHz, CDCk) (ppm): 23.40 (C-19, C-20, C-22,
C-23), 28.28 (C-18, C-21), 108.82 (C-1), 119.129)C121.42 (C-3), 124.13 (C-14, C-16),
124.80 (C-7), 127.31 (C-15), 128.04 (G-C4), 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-179,69 (Co), 140.2234 (4), 144.33 (C-
12), 161.06 (C-11), 163.21 (C-2}B NMR (128 MHz, CDC}) (ppm): 4.42; APCI-TOF-
MS in positive ion mode calc. fdfCssHzNO4B+H)*]: 496.2700 u.m.a; Exp.: 496.2807

u.m.a

1-naphthylmethyllidenebenzoilhydrazone-phenyl-b@ta)
A solution of (E)-N'-((2-hydroxynaphthalen-1-yl)nhgtene)benzohydrazide (0.29

g, 1 mmol) and phenylboronic acid (0.122 g, 1 mmoljacetonitrile were heated under
reflux for 48 hours. The reaction mixture was skpwlarmed to room temperature, the
solvent is evaporated and adding ethyl acetat@ag allowed to evaporate slowly at 10
days, giving a yellow solid. Yield of 0.28 g (74%). P.: 152°C. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) d (ppm): 7.09 (1H m,H-3), 7.33 (1H, m,H-15), 7.3%(Im, H-7), 7.43 (1H, m,
H-m), 7.45 (2H,m,H, p), 7.52 (1H, t,H-14), 7.57 (1H, m, H-8), 7.67 (1HH¥L6), 7.87
(2H, m, H4,H-6), 8.11 (1H,d,H9), 8.71 (1H,s,H-113¢ NMR {*H}(100 MHz, DMSO«ds)

(ppm):110.43 (C1), 119.79 [ 121.03 (C4), 123.74 (C7), 127.16 (C5), 127.685C
128.32 (C3), 128.42 (C10), 128.76 (C14), 128.97)(@89.27 (C6), 131.45 (6), 131.53

(C13), 132.12 (C16), 137.47 (C9), 141.53 (C11),.65%C2), 170.89 (C12).



Results and Discussion
Synthesis

The BOSCHIBAsla-3a were obtained by condensation of diphenylborired a
(synthesizedhn situ) with the corresponding free ligand under reflmacetonitrile (Scheme
1). In order to carry out a comparative study o& thhotophysical properties, the
corresponding Schiff basds3 were also prepared by a condensation reactionelest\2-
hydroxy-1-naphthaldehyde with the correspondindirani All the BOSCHIBASs and their
ligands were obtained in nearly quantitative yi€I@ to 95%) with high atom economy
(la 92; 2a: 91, and3a: 93%) and low environmental E factdra( 0.05;2a: 0.09), except
3a, that showed a poor chemical yield (30%) afterfthal purification step as well as a
high E value (2.30) (See electronic supporting rimfation). In general, the condensation
reactions demonstrated to be a cheap, simpleyfaste reproducible synthetic route with a

high atomic economy and low E values.

Scheme 1Here

Spectroscopic and spectrometric characterization

The formation of the ® B coordinate bond for BOSCHIBAKa-3awas evidenced
in the first instance by Boron NMR spectroscopye(®¢ectronic supporting information
Figures S1-S3). For example, one broad signal eavbberved in a range from 7.38 to 4.42
ppm, corresponding to tetracoordinated boron at@sgectively (See Table 1). In tHiE
NMR spectra of BOSCHIBA4a-33 the signals for C-11 are shifted to low frequesci

(157.7-161.0 ppm) with respect to the Schiff bases(158.7-161.3 ppm) owing to the



coordination to borofid0]. *H NMR spectra confirmed the formation of the Schisesl-

3 with simple signals in the range from 8.64 to Y#2n which are typical for imine groups
(See electronic supporting information figures $24-)931]. In the solid state, the FT-IR
spectral analysis showed the stretching vibrat@mdls attributed to imine group (C=N) for
BOSCHIBAsla-3awhich were shifted to lower wavenumbers in comperiwith the free
ligands 1-3, demonstrating a decrease in strength when the cwewdination bond is
formed (See electronic supplementary informatioy. F522-S27) [32]. Atmospheric
pressure ionization time-of-flight mass spectrog(@&PCI-TOF-MS) analysis in positive
ion mode for BOSCHIBAla-3a confirm the molecular ion peaklg 413.1822,2a
440.2183, andBa: 496.2807) which correspond to the expected mtdedan mass (See
electronic supplementary information Fig. S28-S3®.a characteristic for BOSCHIBAs
2a, and3a, both molecules show a fragment due to the losmefring of benzene bonded
to boron atom as well as the formation of borathopy ion is attributed to loss of a
fragment from 86 Da to 33 Da. In additiBa shows a fragment at/z157 that is related to

loss of 2,6-diisopropylaniline fragment from 175 (B&cheme 2).

Table 1.Here

Scheme ZHere
X-ray analyses.
The crystal structure for BOSCHIBARa is represented in Figure 2. BOSCHIBA
belongs to the monoclinic space group B2and its crystal structure analysis reveals that

contains a tetra-coordinated boron atom and a -tmgefused skeleton with a ®IB



coordination bond length of 1.632(1) A where boratom adopt typical tetrahedral
geometry. According to Hopfl formula, the boron rattnas a strong dative bond from
nitrogen atom corroborated by a tetrahedral charaeual to 94.35 % [34]. The bond
length of B-O is 1.505(1) A, which is similar tooe of the organoboron complexes
reported previously [35,36]. The imine bond lenfithlais 1.310 (2) A, a value closer to
that single bonds due to the formation of new NeBrdination bond. Moreover, the imine
bond shows a configuratida with regard to the naphthalene group due to tredate ring
formation. Figure 3 exhibits the formation of a dmthrough [C-H(13¥mpsystem(N-2)
2.5912 A] as well as the formation of a 1D chaimottlyh [C-H(21)psystem(O-2)
intermolecular interactions. BOSCHIBAa has a non-planar structure which is deduced
from the dihedral angle (41.08°) calculated betweaphthalene and pyridine rings. An
aspect of relevance of the structdre is the deviation () of the boron atom from the
naphthalenimino-plane that has a value equal t®60.8, which is less than those
previously reported by our group research. In #tigly, we found that boron compounds
derivatives from salicylidenebenzohydrazide haweaty from the salicylidenimino-plane
with values in a range from 0.488 to 0.749[#7]. Most likely this parameter could
increase the luminescence properties as it has bemorted for fluorescent borinates
derived from benzoxazoles and benzothiazf®&. In those structures, the authors found
two phenyl groups attached to the boron atom atffelgt keep luminescent rigid-fusqs

conjugated skeletons apart, making these molebidédy emissive.

Figure 2. Here



Figure 3. Here

Table 2.Here

Photophysical properties.

The optical properties of BOSCHIBA%a-3a and their free ligand4-3 were
obtained in spectroscopic grade tetrahydrofurarbl€r&), as it is a common solvent that
dissolves all molecules reported here. Figure.awshthe electronic absorption spectra of
BOSCHIBAs la-33 and (Inset) those corresponding ligands. The B@IB&s la-3a
show a main absorption band in a range from 3284®b nm attributed to the-p*
electronic transition through the molecule. Moraoby making comparison with their
corresponding free ligands, thgsp* intraligand electronic transition is observed the
BOSCHIBAs at longer wavelengths relative likely aese a less distortion of the naphtyl
imine system after complexation (torsion angle a2@1-C11-C1 is 171.91(9)). When
the BOSCHIBAs are formed (Figure 4), the bands m@@-shifted due to the larger
electronic delocalization because of the formatbthe imine system, in according to the

displacement observed for H-11 protonsHhNMR analysis (Table 1).

Figure. 4 Here

The fluorescence spectra of the BOSCHIBAs3aand their free ligands are shown

in the figure. 5. BOSCHIBA2a and3a show a broad blue emission bands at 492, and 493

nm without an apparent change in the fluorescengsstgon maximum with respect to their



free ligands. In fact, both emission wavelengths puactically identical which indicates
that the addition of bulky substituents can noetlithe emission wavelength in the visible
spectrum (See table 3).Conversely, BOSCHIB#presents a broad band centered at 528
nm with a moderated red shift of 92 nm with resptcfree ligand. This change implies
that the complexation with boron affects the geoyeh the excited state of the
naphthalene fluorophore when it is substituted wéhheterocyclic compound. An
interesting aspect is that the emission can bedtdrem the blue 1) to the green3a)
regions by changing from free ligand to complex. éAgeneral remark, the fluorescence
guantum yield F¢) is very weak for all molecules, excepa, that exhibits a moderate
increase of 3%. It is important to mention that showed the highestr might be the
coplanarity of heterocyclic system. In all casesgé Stoke's shiftOn) indicates that the
geometry of the molecule changes dramatically afertation and non-radiative losses are
probably due to an internal conversion procesrdatg to the previously reported studies
by our research groufB36] and could also be related to the Idv¢ measured for all

molecules under our experimental conditions.

Figure 5.Here

Table 3.Here

Photostability testing and stability in aqueous DMSolutions

For bioimaging applications, it is desirable tHa¢ tmolecules demonstrate that the

light exposure does not change their chemical-appcoperties. The photostability curves



for the BOSCHIBAS1a-3a are given in the electronic supplementary inforamat(Fig.
S31-S33). Figure 6 shows the degradation plots@BBHIBAs at different exposure time
under UV light irradiation at 365 nm. Based on suategy of bulky groups, the molecules
were irradiated at 365 nm under ambient temperatitreair atmosphere by time intervals
from 10 to 60 min, and they were monitored by U¥&poscopy. BOSCHIBAa, without
bulky organic groups, shows a degradation of leas t15% at 20 min, affording the free
ligand 1 after the light exposure. In the case of BOSCHIRA®Nnd3a, with bulky groups,
an insignificant degradation is observed after fpeerxposed for 40 min at the same
wavelength. The spectral analysis revealed thatethee not remarkable changes in the
main absorption bands fd&a and 3a which suggests that chemical modification using
bulky groups increase the photostability. In ordecompare the effect of bulky groups on
the photostability of BOSCHIBAsla-3a, a BOSCHIBA identified as4a with an
unsubstituted phenyl group was synthesized (ScHgntehoto-stability studies, performed
at 365 nm, revealed thdha shows a slightly lower resistance to degradatiegkO%o at 40
min) in comparison with BOSHIBARa and3a (~5% at 40 minwhen they are exposed at
this long wavelength. Therefore according with thehavior of experimental data
measured, the inclusion of a benzene ring anduibstgution with bulky groups increase
the resistance to degradation compared with pymglglp which is less stable and more
reactive than benzene (Figure 6). Likewise, thbikiain aqueous solutions at 1% v/v of
DMSO for BOSCHIBAs were evaluated under the samgesmental condition without
photoirradiation. All the BOSCHIBA4a-3a demonstrated to be highly stable in aqueous
DMSO solution after 60 min because there were not enportant changes in the

absorption peaks (See electronic supporting infaondig. S35 and S36).



Figure 6. Here

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of BOSCHIBAsLa-3a were assessed by reassuring assay, using
DMSO as solvent at different concentrations (0.1L@ng/mL) for 24 hours (Figure 7).
Following incubation of 0.1rg/mL for 24 hours, it is observed that less thandB16F10
cells died. The same happened when the concemtiiatiocreased to 21/5/mL. When the
concentration of 1a was increased tondmL, cell viability remained above 60 %, while
for 2a and 3a it is above 50%. Therefore, BOSCHIBA®-3a showed relatively low
cytotoxicity in the concentration range and incidrattimes examined in this study. In
general, the cytotoxicity, cell-permeable charastiess of fluorescent materials are critical
to the bio-imaging application, since the analysfighe viability of cytotoxicity showed

BOSCHIBAs are not toxic to the corresponding cells.

Figure 7. Here.

Bioimaging cells.

The capacity of BOSCHIBA4a-3ato produce fluorescent staining in cells was
tested on B16F10 cells. Figure 8 shows on the ¢op that DMSO treated cells do not
fluoresce at either wavelength (Figure 8-B and 8\@hen cells were treated witla a
very weak blue cytoplasm fluorescent stain was mieske(Figure 8-E), but a strong green
stain was observed throughout the whole cell inolgichucleus (Figure 8-FRa, andBa

produced a strong cytoplasm blue stain with a fenghiber spots in each cell (Figure 9 a



and b), which could suggest an endocytic interatibn pathway. On the other hary
and3a also produced a weak green stain in the cells;ehiew this stain is generalized to
the whole cell (Figure 8-1). Cells treated wih show a similar fluorescent stain pattern as
described foRa, only the blue staining is significantly strongenen2ais used (Figure 8-

K and 8-L). The fact that blue and green stains pammentalize differently could mean
that once the original BOSCHIBAS reach the celkiiidr are being metabolized to at least
two different molecules, one with capacity to gétlee way into the nucleus, staining the
whole cell; while the other can only reach the plaem. By comparison, the BOSCHIBAs
2a and 3a with bulky aryl groups showed better fluorescemtirshg while 1a exhibits a

poor staining.

Figure 8. Here

Figure 9. Here

Conclusions

In summary, we have reported the design, synthesid chemo-optical
characterization of three BOSCHIBAs with good cheahyields based on easy and cheap
condensation reactions. BOSCHIBA&Za and 3a showed a low fluorescence emission
(F ~~1%) while that inclusion of bulky groups inducesigher resistance to degradation
compared with unsubstituted cyclic and heterocyahalogs. All the BOSCHIBA4a-3a
demonstrated to be high stability in aqueous smhutBioimaging studies fo2a and 3a

revealed their potential application as enhancewptgsmic staining dyes with a low



cytotoxicity, a better staining (from 0.1 to 2r§/mL), a high stability against UV radiation

and hydrolytic stability.
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Table 1. Selected'H, *C, and*'B NMR (ppm), and IR (ci) spectroscopic data f
BOSCHIBAsla3a, and their ligand4-3.

69

VAR M3 14

4 111

O N\ 1/ \is
N

/

3 2

O\r/ 17\ X
B R

Pk Ph

H Bc u FT-IR

Comp. B
H-11 C-2 C-13/C-17 C-11 C-12 C=N
1 9.42  166.20 127.80/143.0(158.70 143.70 - 1624
9.14  168.00 129.70  161.30 145.80 - 1613
8.98  166.30 139.22  160.60 142.90 - 1620

la 8.86  165.90 124.70/142.5¢157.70 144.90 7.38 1608

2a 8.64  163.70 128.00 159.80 144.00 4.76 1605
3a 8.90 163.20 135.16 161.00 144.30 4.42 1607




Table 2. Crystal data for BOSCHIBAa.

Empirical formula GsH2:BN,O
Formula weight 412.29
Temperature, K 100(2)
Wavelength 1.54056
Crystal system Monoclinic
Space group P2(1)lc
a,[A] 17.2063(14)
b, [A] 8.1494(7)
c,[A] 16.6279(13)
a, [°] 90.00

b, [] 114.3280(10)
g [ 90.00
AR 1367.5(8)

Z 4

I calcmg.cm 1.289

n, mmi* 0.078

2q range for data collectiori.27 — 27.00°

No. of reflns collected 20996

No. of indep refins 4322

[Rint] [Rint]
Goodness of fit 1.048

R1, wR2 (I>2s(1)) 0.0366; 0.0993

R1, wR2 (all data) 0.0388; 0.1019




Table 3.Photophysical properties of BOSCHIBAs-3a and their ligand4-3 in THF.

Compound

la
2a

3a

| abs *10° | em Dn Fr

[nm] [Mem] [hm]  [em?]  [%]
324 (378) 0.10 (0.12) 490 6047 0.05
316 (366) 0.58 (0.52) 461 5630 0.03
316 (364) 0.71 (0.60) 475 6420 0.01
341 (426) 0.51 (0.38) 528 4535 3.80
328 (402) 0.39 (0.21) 492 4550 1.07
328 (402) 0.81 (0.44) 493 4592 1.01
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Highlights
New fluorescent boron Schiff bases (BOSCHIBAs) shavtheir application as cytoplasm

staining dyesn vitro.

The BOSCHIBAS2a, and3a as cytoplasm staining dy@svitro showed very low cytotoxicity,

simple synthesis, high photo-stability, and spedafaining for cytoplasm structure.

The BOSCHIBAs syntheses are cheap, simple, fast, reproducible with a high atomic

economy and low E-factor values.



