UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

“SINTESIS DE ROTORES MOLECULARES FLUORESCENTES DE
BORO DERIVADOS DE AMINOACIDOS: ESTUDIOS
HALOCROMICOS, VISCOCROMICOS Y SU POTENCIAL USO COMO
TINTE CELULAR”

POR:

XIADANI GONZALEZ VELAZQUEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN QUIMICA DE
LOS MATERIALES

MONTERREY, NUEVO LEON A 06 DE ABRIL DE 2022



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

“Sintesis de rotores moleculares fluorescentes de boro derivados de
aminodacidos: estudios halocrémicos, viscocrémicos y su potencial uso como

tinte celular”

Aprobacidn tesis

[
DRA. THELMA ELIZABETH SERRANO QUEZADA

Secretario (a)

e,

DR. BORIS ILDUSOVICHKHA KHARISSOV

Vocal

M
DRA. MARIA ELEp\rA CANTU CARDENAS

Sub-Directora de Posgrado

pag. 2



“Sintesis de rotores moleculares fluorescentes de boro derivados de
aminoacidos: estudios halocrémicos, viscocrémicos y su potencial uso como

tinte celular”

Comité de Tesis

7,
ictor Mahfel Jiménez Pérez
Dir, r de Tesis

7 -

Dr.’.l/esils Alfredo Lara Ceron
Co-Director de Tesis

Dra. Thelma Elizabeth Serrano Quezada

Comité tutorial

ﬂ%}% o
Dr. Boris lldusovicl/tharissov

Comité tutorial

/%g_

Dr. Rodrigo Alonso Chan Navarro

Comité tutorial



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

RESUMEN
Q. Xiadani Gonzalez Veldzquez Fecha de graduacion: 06 de abril 2022
Universidad Autdbnoma de Nuevo Leodn
Facultad de Ciencias Quimicas
Titulo del estudio:  “Sintesis de rotores moleculares fluorescentes de boro derivados de

aminoéacidos: estudios halocrémicos, viscocromicos y su potencial uso como tinte celular”

NUmero de péginas: 97

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

Materiales.

Area de estudio: Quimica de los Materiales

Proposito y método de estudio: Este trabajo esta enfocado al disefio de dos nuevos rotores
moleculares fluorescentes usando BOSCHIBASs derivadas de aminoacidos (fenilalanina y
triptofano) para la aplicacion en el area de la biologia celular con el fin de responder a
estimulos externos como el pH y la viscosidad celular, observando un incremento en la
intensidad de fluorescencia. Los estudios de halocromismo y viscocromismo se realizaron
usando mezclas MeOH-base o acido y MeOH-glicerol respectivamente para simular las

caracteristicas fisiologicas de la célula.

Conclusiones y contribuciones: la sintesis de los rotores moleculares se realizo a través
una reaccion multicomponentes, los compuestos fueron caracterizados mediante
espectroscopias de RMN (*H, 13C, 'B) y masas. La recristalizacion del rotor molecular

derivado de la fenilalanina dio lugar a un compuesto cristalino con estructura monoclinica
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y grupo espacial P21/n. Los estudios fotofisicos de los rotores moleculares fluorescentes
mostraron un cambio de intensidad de fluorescencia a diferentes escalas de pH asi como
a diferentes rangos viscosidad. Estos compuestos presentan una potencial aplicacion para
ser usado como tintes fluorescentes para la observacion de células cancerigenas in vitro.
Y por ultimo se realizaron estudios de DFT para evaluar las propiedades Opticas de los
rotores moleculares con el cambio de viscosidad del sistema, tomando en consideracion

la restriccion de los grados de rotacion interna de las moléculas.
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Introduccion

La luminiscencia es una propiedad que tienen algunos cuerpos de emitir luz sin elevar su
temperatura [1]. Este fendbmeno se puede clasificar de acuerdo a su fuente que lo origina,
por ejemplo: quimioluminiscencia (proceso quimico), electroluminiscencia (campo
eléctrico), termoluminiscencia (calentamiento ), triboluminiscencia (fuerzas de friccion y
electrostaticas), radioluminiscencia (radiacion ionizante), bioluminiscencia (procesos
bioquimicos) y fotoluminiscencia ( absorcion de fotones) siendo esta Gltima de nuestro
interés puesto que la energia activadora esta en funcion de la radiacion que incita la

emision de luz.

Hablando especificamente de la fotoluminiscencia, esta exhibe dos fenémenos
interesantes denominados fluorescencia y fosforescencia. La fluorescencia es un proceso
de emision resultado de la relajacion de una especie excitada por la absorcion de energia
(fotones). El tiempo de vida media de una especie excitada diferencia la fluorescencia de
la fosforescencia, puesto que para el primer caso es un fendémeno instantaneo
(nanosegundos) mientras que para fosforescencia la luminiscencia puede perdurar
minutos e incluso horas. Una de las maneras grafica de entender la fluorescencia y la
fosforescencia es mediante el diagrama de Jablonski, que ilustra las maneras o caminos
que puede tomar una molécula o d&tomo para pasar del estado electrénico excitado (S1) a

su estado basal (So) como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski.

Debido a la sensibilidad y a las buenas caracteristicas de la fluorescencia, existen métodos
que proporciona informacion atil para analisis de especies inorganicas y organicas cuando
se encuentran en cantidades de trazas en una muestra de forma cualitativa y cualtitativa,
puesto que la sensibilidad de métodos luminiscentes es de uno a tres érdenes de magnitud
inferiores a la espectroscopia de absorcion. También, este fenémeno puede ser aplicado
en diversas areas como lo son: la iluminacion, en quimica analitica, en gemologia,

mineralogia, geologia, ciencias forenses, asi como bioquimica y medicina.

La fluorescencia es dependiente de diversos factores como lo son: la viscosidad [2, 3], el
pH [4, 5], la temperatura [6], el estrés mecanico [4] y la polaridad del solvente [5]. Debido
a ello en la actualidad se han desarrollado materiales fluorescentes sensibles a maltiples
estimulos (MSRF), a estos materiales se les conoce como “materiales multirespuesta”
debido a que pueden cambiar sus propiedades fotofisicas tras la aplicacion de dos 0 mas
estimulos, de modo que, la respuesta a estos estimulos hace que los materiales
multirespuesta presenten caracteristicas muy atractivas para una potencial aplicacion [7],
ya sea como sensores [8], sondas, diagndstico [9], etc. En particular, se ha puesto un gran
interés en los materiales que son capaces de evaluar la microviscosidad cuya funcion se
logra bajo condiciones especificas que estan basados en la intensidad de la energia emitida
a causa del grado de interaccion material-muestra; los BODIPYs, Push-pull y los
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derivados de porfirinas son algunos materiales que presentan esta propiedad, en pocas
palabras, a estos materiales se les conoce como rotores moleculares debido a que su
arreglo estructural les permite tener algun tipo de rotacion molecular con el fin de
responder a cualquier perturbacion estimulada por un agente externo. Hoy en dia
encontramos una gran diversidad de nuevos materiales capaces de evaluar las propiedades
anteriormente mencionadas; Asi, por ejemplo, los compuestos fluorescentes derivados del
boro han mostrado muchas ventajas para su uso en imagenologia para la obtencion de
bioiméagenes fluorescentes (FBI) en funcién de la viscosidad, pH, estrés mecanico, etc.
[10]. Algunos de los beneficios de esta clase de compuestos se incluyen: la capacidad de
penetrar en las células, una buena solubilidad y estabilidad en medios biol6gicos, asi como
una capacidad de excitacion y emision de longitudes de onda no dafiinas [11, 12]. Los
compuestos derivados del boro han sido estudiados anteriormente dentro del equipo de
trabajo con estructuras tipo boronatos, demostrando buenas propiedades Opticas, altos
rendimientos cuénticos, estabilidad fisicoquimica, buena biocompatibilidad, baja

citotoxicidad, ademas de presentar respuesta a maltiples estimulos [13].

Debido a las caracteristicas que presentan las células en diversas enfermedades como el
cambio de la viscosidad celular y el pH intra- y extracelular, es de interés el desarrollo de
nuevos materiales fluorescentes capaces de detectarlas de manera especifica y oportuna,
ademas de presentar buenas caracteristicas con fines practicos como su alta sensibilidad,
buena fotoestabilidad y biocompatibilidad, haciendo a estos sensores no invasivos y
sensibles al medio con un gran potencial en el analisis clinico o intervencién médica
mediante imagenologia. Esto debido a que actualmente de acuerdo con cifras de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2020, el cancer ocasiond 10 millones de
muertes, y estadisticamente casi un 16.6% de muertes en el mundo se debe a esta
enfermedad [14]. EI cancer es un término que se usa para definir una amplia gama de
enfermedades que afectan una parte del organismo, una caracteristica que presentan estas
enfermedades es es la multiplicacion rapida de células anormales, por lo que la deteccidn
temprana y el tratamiento adecuado de esta enfermedad permitira disminuir dichas cifras.
Es por ello, por lo que en el presente trabajo se expone la sintesis, caracterizacion quimica-
optica de nuevos materiales luminiscentes multi-respuesta derivados del boro con un

potencial uso como sensor molecular de microviscosidad en el area de la biologia celular.
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2. 1. Factores diferenciables a nivel celular

La viscosidad, es una caracteristica fisica que comparten todos los fluidos y que esta
relacionada con la friccion interna entre las particulas del fluido. En la vida cotidiana, nos
encontramos con diversos liquidos que presentan diferente viscosidad, por ejemplo, el
agua, el aceite e incluso, por mas dificil de creer, el vidrio de las ventanas. Pero no solo la
propiedad de viscosidad la encontramos a nivel macroescala sino que también en tamafos
microscopicos, y el ejemplo mas ostensible son las células, y aqui nos referimos tanto a la
membraba plasmatica como al citoplasma. Haciendo énfasis en el dltimo punto, el
citoplasma es un fluido de gran importancia, puesto que a través de él se realizan un sinfin
de procesos biologicos, como es el trasporte de biomoléculas o reacciones bioquimicas,
por lo tanto, la viscosidad celular es un factor importante ya que rige la difusion en
procesos celulares [2, 15], por lo que este pardmetro se ha utilizado para investigaciones
bioldgicas y también para el diagnoéstico clinico [16, 17] debido a que en biosistemas los
cambios en la viscosidad estan ligados a enfermedades o mal funcionamiento celular [2].
Debido al cambio en la morfologia al presentarse mal funcionamiento hay una tendencia
a la disminucion de la viscosidad celular, por otro lado si se presentan procesos
apoptoticos la viscosidad tiende a aumentar (Figura 2) [15]. Es por ello por lo que el
desarrollo de nuevos materiales capaces de evaluar la viscosidad celular es de suma
importancia, ya que, si existen anormalidades a nivel celular esto nos permitiria

relacionarlo con alguna enfermedad como Alzheimer, diabetes, Parkinson y/o cancer.

3cP 40 cP

Figura 2. Diferencia de viscosidad en célula cancerosa, normal y apoptotica

respectivamente [15].
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No obstante, no solo la viscosidad en un factor determinante para clasificar una célula
enferma, sino que, la desregularizacion del pH en las celulas (Figura 3), también es una
caracteristica adaptativa en la mayoria de los canceres o enfermedades,
independientemente si es tisular o genético. En las células normales adultas el pH
intracelular (pHi) es generalmente ~7.2 en comparacion con el pH extracelular (pHe) ~
7.5. Sin embargo, las células cancerosas tienen un pHi mayor a 7.5 y un pHe entre ~ 6.7-
7.1[18].

Normal cell Cancer cell

Figura 3. Desregularizacién del pH celular. Las células
cancerosas tienen un gradiente de pH inverso,

comparados con las células adultas [18].

2. 2. Sondas fluorescentes: rotor molecular fluorescente

Con el fin de obtener un diagndstico oportuno y veraz para la identificacién de células
enfermas, se ha incrementado el interés de sintetizar nuevas sondas fluorescentes, con el
objetivo de poder evaluar alguno de los parametros que determinan a las células enfermas
(incremento potencial de replicacion, viscosidad, pH, evasion de apoptosis, etc). En este
sentido, la imagenologia, es una herramienta para la biologia celular e investigacion
biomédica que permite la obtencion de bioimagenes fluorescentes (FBI) de una manera
no invasiva de los componentes internos de la célula [19]. Esta técnica se basa en el uso
de una sonda o tinte fluorescente para la localizacién y visualizacién de las células y sus
organulos, ademas de la ventaja de poder realizar estos experimentos tanto in vivo como
in vitro [20]. En la literatura encontramos una gran diversidad de materiales capaces de
tefiir el citoplasma como lo son: las nanoparticulas [21], los puntos cuanticos [22] y
pequefias moléculas organicas [23]. No obstante, hay materiales capaces de tefir el

citoplasma en funcién de la viscosidad, que conforme incrementa la viscosidad la
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intensidad de fluorescencia se ve aumentada; a estos materiales se les conoce como rotores

moleculares fluorescentes.

El término rotor molecular fluorescente (RMF) se ha utilizado para describir a las
moléculas que tienen la capacidad de experimentar un movimiento de torsién
intramolecular en el estado de excitacion [24], Los rotores moleculares fluorescentes de
viscosidad son una clase de materiales sensibles al medio en el que se encuentren [25].
Esta clase de compuestos presentan enlaces m-conjugados, lo que determina su caracter de
fluoréforo [26]. En los RMF la intensidad de la fluorescencia varia con el grado de
rotacion intramolecular a través del enlace sigma entre dos carbonos con hibridacion sp?
que es afectada por un medio viscoso (Figura 4) [27]. Es necesario recalcar que una
caracteristica que de los RMF es que en estado excitado presentan transferencia de carga
intramolecular torsional (TICT), ademas la intensidad de luminiscencia se ve relacionada
con las propiedades Opticas, concentracion y la interaccion del rotor con el medio [28].
Estos compuestos han demostrado un aumento en el rendimiento cuantico cuando hay una
tendencia a aumentar la viscosidad del medio, por lo que esta caracteristica es muy

funcional en estudios a escala celular relacionados con la viscosidad [13] [29].
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Figura 4. a) Estructura grafica del funcionamiento de los rotores moleculares
fluorescentes (RMF); b) la intensidad de la fluorescencia incrementa conforme

incrementa la viscosidad; c) area de aplicacion de los rotores [27].

De manera analoga, en sistemas de RMF su sensibilidad al cambio de pH se da por la
naturaleza de los grupos sustituyentes y su capacidad de fungir como base o acido [30].
La fluorescencia de compuestos con grupo sustituyentes con propiedades acido-base
pueden presentar dependencia a los cambios de pH, esto se puede observar en la longitud
de onda y la intensidad de emisidn ya que las formas ionizada y no ionizada muestran una

tendencia a ser distintas [1].

2. 3. Compuestos de boro como rotor molecular fluorescente (RMF)

Los complejos de boro como los dioxaborinos y los BODIPYSs, se encuentran entre los
emisores fluorescentes mas comunes y mejor explorados [4, 31], no obstante, en la tltima
década se han dado a conocer nuevos compuestos de boro (BOSCHIBAS) (Figura 5) que
han presentado excelentes propiedades fluorescentes, ademas de ser obtenidos de manera
sencilla mediante, sintesis verde en comparacion con los complejos de boro antes

mencionados y ademas de presentar excelentes propiedades dpticas lineales y no lineales

[4]

BODIPY

BOSCHIBA

Figura 5. Ejemplo de estructuras tipo BODIPY, dioxaborinos y
BOSCHIBAs

péag. 23



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

El término BOSCHIBA, es un acronimo resultado de la union de las palabras “Boro Schiff
Base”, y hace referencia a los compuestos que en su estructura contienen una base de
Schiff y un atomo de boro. La excelente fluorescencia que presentan estos compuestos
radica en la conjugacion © que presentan las bases de Schiff, la rigidez estructural y a la

posible transferencia de carga intramolecular mediante hiperconjugacion.

Por otra parte, las bases de Schiff se conocen generalmente como iminas 0 azometinas y
actian como ligandos en diversos complejos metalicos, son el resultado de la reaccion de
condensacion entre aminas primarias y aldehidos o cetonas [32]. Las bases de Schiff
funcionalmente sustituidas por grupos donantes adicionales ejemplifican la clase més
importante de ligandos con heteroatomos y polidentados que son capaces de formar
complejos multinucleares con metales de transicion [33], metales nobles y con los
elementos representativos de un grupo (como boro, estafio y silicio) [34]. En este contexto,
los ligandos de aminoacidos forman quelatos estables de cinco miembros con una gran
cantidad de iones metalicos a través de los restos amina y carboxilato (N, O-quelacion).
Los grupos funcionales, que poseen quiralidad y asimetria electronica pueden ofrecer
también propiedades y topologias fascinantes cuando se emplean como bloques de
construccion en el autoensamblaje supramolecular [33]. Es por ello por lo que los
aminoécidos y sus derivados son excelentes candidatos a ligandos debido a sus
propiedades de coordinacion e importancia bioldgica. Ademas, sus propiedades de
solubilidad y mecanismos especificos de transporte pueden facilitar su absorcién
bioldgica. Por estas razones, se ha reportado que los complejos de aminoacidos de bases
de Schiff con varios metales exhiben actividad fungicida, bactericida, antiviral y

antituberculosis [35].

2. 4. RMFs para la evaluacién de la viscosidad y pH celular

Hoy en dia, existe una inmensa cantidad de RMF capaces de evaluar la viscosidad y pH
celular y poder ser observadas mediante microscopia confocal de fluorescencia, sin
embargo, la mayoria de los RMFs de boro reportados son de tipo BODIPY y dioxaborinos,
debido a sus propiedades Opticas Utiles, baja citotoxicidad y a su solubilidad a nivel celular
[25, 15]. Por ello, a continuacion, se describen algunas de las propiedades y

comportamientos que estos RMF tienen frente a la viscosidad y pH a nivel celular.
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2.4.1. BODIPYs

Lo compuestos que han despertado mayor interés son la familia de los BODIPY's (boron-
dipyrromethene, por sus siglas en inglés), por sus caracteristicas Opticas Utiles, tales como
altos rendimientos cuénticos, pequefios desplazamientos de Stokes, una fuerte intensidad
de fluorescencia y fotoestabilidad [36]. En 2008, Kuimova et al. reportaron el estudio del
comportamiento de rotores moleculares derivados de BODIPYs en medio viscoso, los
resultados que se obtuvieron se observan en la Figura 6, el rendimiento cuantico aumenta
considerablemente al incrementar el disolvente viscoso, la vida util de la fluorescencia
aumenta de 0.7 £0.05 a 3.8 +£0.1 ns al aumentar la viscosidad de la solucion de 0.6 a 950
cP. El incremento en la intensidad de fluorescencia se explica por los grados de libertad

de rotacion del grupo linker [2].

-
o

(a) Viscosity / cP
950

- 630

- 250

130

Emission intensity / arb. units
[=]
on

(=]

Wavelength / nm Time / ps

Figura 6. Rotor molecular derivado de BODIPY; a) Espectro de fluorescencia con
diferente viscosidad con mezclas de metanol/glicerol, la intensidad es directamente
proporcional a la viscosidad; b) el tiempo de vida media de la fluorescencia incrementa

con forme incrementa la viscosidad [2].

Por otra parte, en 2009, Urano et al., sintetizaron nuevos sensores de pH basados en
BODIPYs, mediante estos compuestos con grupos sustituyentes derivados de anilinas en
C8 (Figura 7) lograron visualizar las células cancerigenas in vivo con alta especificidad,

el tiempo de respuesta de dichos compuestos estudiados fue en promedio de 4 horas [37].
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Figura 7. Pruebas en medios con diferente pH: a) Esquema de la activacion fluorescente
reversible y pH é&cido inducido, b) Perfiles de pH de las diferentes moléculas
sintetizadas en un rango de pH de 2 a 9, ¢) Cambios en el rendimiento cuantico

dependiente del pH, d) Cambios en la intensidad de emision dependientes del pH [37].

En 2016 Gupta et al., de igual manera sintetizaron un RMF basado en una estructura tipo
BODIPY, el cual se probé como viscosimetro a nivel celular, en células con céancer,
normales y apoptoticas, como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Aplicacion de una sonda basada en BODIPY para la
identificacion y localizacion de células de glioma C6, con cancer,

normales y apoptéticas en funcion de la viscosidad [15].

En 2019 Radunz et al., disefiaron y sintetizaron sensores de dos componentes sensibles a
pH, basados en nanoparticulas de conversion ascendente (UCNP) y colorantes BODIPY,
con el fin de controlar los cambios de pH dependientes del tiempo de una suspension de
E. coli que metaboliza la D-glucosa [38]. Sin embargo, una desventaja de estos
compuestos es el requerimiento de varios pasos y condiciones especificas de reaccion
como atmosfera anhidra [29], debido a ello se han hecho nuevos estudios para obtener

compuestos derivados de boro, pero con condiciones menos estrictas.
2. 4. 2. Dioxaborinos

Las observaciones notables de la fuerte luminiscencia de compuestos organicos que
contienen boro fueron reportadas inicialmente por Fraser y colaboradores en 2007, a partir
de complejos de difluoroboron p-dicetonato, tales compuestos pueden mostrar una fuerte
fluorescencia desplazada al rojo en estado sélido. Ademas, la incorporacion de tales
estructuras en sistemas polimericos se pueden obtener sensores luminiscentes en respuesta

a la temperatura, el oxigeno, la polaridad y rigidez del medio local [39, 40].

Zhou et al., reportaron en 2015 la sintesis de compuestos derivados de dioxaborinos con
buenas propiedades Opticas, asi como la emision hacia longitudes de onda no dafiinas,

amplio desplazamiento de Stokes, solvatocromismo y buen porcentaje de viabilidad
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celular, lo cual permiti6 la tincion satisfactoria del citoplasma en células HeLa (jError! N

0 se encuentra el origen de la referencia.) [41]

Figura 9.Imagenes de microscopia confocal de células

HelLa vivas tefiidas con un derivado de dioxaborino a)
imagen de campo brillante, b) imagen de fluorescencia
[41].

En 2016 Karpenko et al., sintetizaron un colorante derivado de dioxaborino tipo push-
pull, que presenta un comportamiento espectroscépico Gnico que combina propiedades de
solvatocromismo y rotor molecular. De hecho, en los solventes organicos, muestra fuertes
cambios al rojo debido al aumento de la polaridad del disolvente, tipico de los colorantes
push-pull. Por otro lado, el tinte muestra una fuerte dependencia de su rendimiento

cuéntico debido a la viscosidad del solvente (Figura 10) [42].
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Figura 10. Ejemplo de rotor molecular derivado de dioxaborino: a) Estructura
del rotor molecular DXB red, b) Incremento de la intensidad de fluorescencia
del rotor molecular DBX red en presencia de medio viscoso y ¢) Bioimagen
fluorescente de células HEK293T tratadas con el dioxaborino DBXred,

tifiendo selectivamente la membrana celular [42].

2.4.3. BOSCHIBAs

En la actualidad han atraido la atencion ligandos derivados de bases de Schiff, por su
versatilidad estructural, por lo que hay reportes donde se han desarrollado compuestos de
boro derivados de bases de Schiff (BOSCHIBAS), se caracterizan por el grupo imina
(C=N) el cual es donador electrones debido al par electronico libre sobre el atomo de
nitrégeno. En el 2017 el grupo de investigacion reportd nuevos rotores moleculares
derivados de bases de Schiff sintetizados por métodos sencillos y que no requieren
condiciones anhidras en comparacion con los derivados de BODIPY. Estos rotores
moleculares (Figura 11), mostraron diferentes propiedades Utiles como el termocromismo
reversible, viscocromismo y piezocromismo. Mostraron baja citotoxicidad, pero en la
obtencion de bioimagenes in vitro y se observd una tincion tenue al citoplasma debido a

la baja solubilidad que presentaron los rotores [29].

péag. 29



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

A

Figura 11. En la parte superior se muestran dos rotores
moleculares de boro tipo O-N-O (mono- y di-
nucleares) derivados de Bases de Schiff, asi como su
respectiva aplicacién en la tincion del citoplasma de
células B16F10 [29].

Recientemente Lara et al., reportaron la sintesis y caracterizacion de compuestos
derivados de boro con bases de Schiff (BOSCHIBA), derivadas de a-aminoacidos, dichos
compuestos se pusieron a prueba para tincién celular y lograron obtener una tincion
notable del nucleolo y citoplasma en células B16F10 (melanoma murino) (Figura 12). Es
la primera vez que las bases de Boron Schiff derivadas de a-aminoacidos actuan como
notorias sondas fluorescentes de tincion celular dual (nucléolos y citoplasma). Los
derivados de boro no solo mostraron buena fotoestabilidad y buenos rendimientos
cuanticos en solucion, sino que también exhibieron baja citotoxicidad, lo que los convierte

en buenos candidatos para ser utilizados en diagnostico medico [20].
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B &5 8

Figura 12. Rotores moleculares de boro derivados de Bases de Schiff con

aminoacidos, tincion al citoplasma y nucleolo, de células de melanoma B16F10
[20]

Con base en la revision bibliogréfica y lo descrito anteriormente, en la presente trabajo de
investigacion se plantea realizar la sintesis de dos nuevos rotores moleculares
fluorescentes quirales tipo BOSCHIBA, usando derivados de bases de Schiff provenientes
de aminodacidos (su estructura general se muestra en la Figura 13), los cuales, en un
principio le conferiran mayor solubilidad, selectividad y afinidad a la célula [35]. Por otra
parte, debido a que los aminoacidos contienen grupos electro donadores o sistemas
deslocalizados, fungirdan como fluordforos intrinsecos. Dichos compuestos seran
sometidos a un estudio de luminiscencia a diferentes rangos de viscosidad y de pH,
ademas de un posible uso como tinte fluorescente celular. Adicionalmente, se espera llevar
a cabo una sintesis menos estricta y en menos pasos en comparacion con la sintesis de
derivados de BODIPY.
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Figura 13. Estructura general de los rotores moleculares

fluorescentes derivados de boro propuestos.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y
APORTACION CIENTIFICA
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3. 1. Hipotesis

Con base en el disefio molecular los rotores moleculares fluorescentes derivados de
aminoacidos muestran cambios en su fluorescencia en diferentes medidas de viscosidad y

pH, ademas estos compuestos son Utiles como tinte celular.

3. 2. Objetivos
3. 2. 1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar dos rotores moleculares fluorescentes derivados de boro para
censado de viscosidad y pH, y evaluar su posible aplicacion en la obtencion de

bioimagenes in vitro.

3. 2. 2. Objetivos especificos

1. Sintetizar dos nuevos rotores moleculares fluorescentes derivados de

boro con fragmentos de aminoacidos.

2. Caracterizar los compuestos obtenidos mediante  técnicas
espectroscopicas: Resonancia Magnética Nuclear (RMN) H, *3C, 1B,
Espectrofotometria de Ultravioleta Visible, Espectroscopia de
fluorescencia y espectrometria de masas de alta resolucion

3. Estudiar las propiedades fotofisicas de los nuevos rotores en medio

viscoso Yy a diferentes valores de pH.

4. Realizar estudios de modelado molecular de ambos compuestos a

diferentes medidas de viscosidad

5. Obtener bioimagenes en células cancerigenas in vitro con los rotores

moleculares fluorescentes.

3. 3. Aportacion cientifica

En el presente proyecto se busca darle continuidad al trabajo de Ibarra- Rodriguez (2017)
en el cual se sintetizaron rotores moleculares fluorescentes derivados de bases de Schiff,

aunque presentaron propiedades emergentes interesantes, algunas desventajas que
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presentaron fueron la baja solubilidad y una tincion tenue al citoplasma. Actualmente se
busca mejorar la solubilidad de los rotores moleculares con la adicién de fragmentos de

aminoéacidos, asi como la sensibilidad al medio viscoso y halocromismo.

Ibarra et al. JOC 2017
Anteriormente dentro del grupo de investigacion se sintetizaron
rotores moleculares de boro, estos compuestos mostraron las

siguientes caracteristicas:

v Baja solubilidad

Tincién tenue al citoplasma
Piezocromismo

Sensibilidad al medio viscoso

AN N RN

Termocromismo

Propuesta de trabajo
En el presente trabajo se propone:

v" Laadicion de fragmentos de aminoacidos para aumentar la
solubilidad del compuesto y obtener asi mejores bioiméagenes.

v" Halocromismo
v" Sensibilidad al medio viscoso

v" Posibilidad de obtener compuestos que contengan dos

centros de rotacion (grupo fenilo y grupos aminoacidos)
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS
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4. 1. Equipos y reactivos

El desarrollo experimental para la sintesis de los nuevos rotores moleculares fluorescente
se efectud en el Laboratorio de materiales 11l que se encuentra ubicado en Division de
estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma
de Nuevo Ledn. Los reactivos utilizados en este proyecto fueron adquiridos en Sigma
Aldrich®. El presente proyecto se desarrollé haciendo uso de diversas instalaciones y

equipos caracterizacion lo cual se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Equipos utilizados y ubicacion

Andlisis Equipo Ubicacion
Espectrofotémetro
Espectroscopia UV-Vis
PerkinElmer Lambda 365 FCQ-UANL (Laboratorio de
Materiales 1)

. . Espectrofotdmetro Horiba Scientific
Espectroscopia de fluorescencia
Fluorolog-3

Espectros de RMN de *H, 13Cy
llB

Bruker Advance DPX-400 MHz Facultad de Medicina-UANL

Espectrometro AB Sciex API 2000™

Espectrometria de masa )
Sistema LC/MS/MS

CINVESTAV-IPN (CDMX)
Espectrémetro Bruker SMART

Difraccidén de rayos-X
APEX CCD

Obtencién de bioimagenes Microscopio confocal Facultad de Biologia-UANL
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4. 2. Parte experimental
4. 2. 1. Sintesis general

Los compuestos se obtuvieron mediante una reaccion multicomponentes, como se aprecia
en el esquema sintéetico general (Figura 14), usando una relacion estequiométrica 2:2:1,
de 2-hidroxi-1-naftaldehido, aminoacido (fenilalanina o triptéfano) y é&cido 1,4-
bencendibordnico, respectivamente. Esta reaccion se llevd a cabo mediante calentamiento
convencional, la cual se colocé a reflujo y agitacion, la reaccion se monitoreo mediante
cromatografia de capa fina. En ambos casos al alcanzar la temperatura ambiente, se
observo la formacion de precipitado color amarillo, el cual se separ6 por medio de

filtracion y posteriormente se hicieron lavados con hexano.

0—B—0O
OH R HO OH
_—
Nl g OH

Figura 14. Ruta general de sintesis de los compuestos 1y 2.

4. 2. 1. 1. Sintesis especifica
Compuesto 1

En un matraz de 100 ml previsto de una barra de agitacion, se adicion6 2-hidroxi-1-
naftaldehido (344.36 mg, 2.0 mmol), fenilalanina (330.38 mg, 2.0 mmol), acido benceno
1,4-dibordnico (165.75 mg, 1.0 mmol) y 50 ml de MeOH. Posteriormente, al matraz de

reaccion se le coloc6 un condensador y se llevd a calentamiento con agitacién vigorosa
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por 24 horas o hasta observar el consumo de las materias primas. La mezcla de reaccion
se enfrid y se observo la formacion de un precipitado. Finalmente, la mezcla de reaccion
se filtrd y el precipitado fue lavado con hexano obteniendo como producto un soélido
ligeramente amarillo. (ver nomenclatura en anexos Al) Rendimiento quimico de 89.03%.
Punto de fusion 284-287°C. *H NMR (400 MHz, Acetona-dg) & 8.15 (s, 1H, H-11), 8.14
—8.11 (m, 1H,H-2), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.52 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-7), 7.41 (dd,
J=9.0, 4.5 Hz, 1H, H6), 7.37 — 7.30 (m, 6H, H-8, H-15, H-17), 7.26 — 7.16 (m, 2H, H-
20), 7.14 (dd, J =7.4, 3.6 Hz, 2H, H-3, H-16), 4.74 (dd, J = 11.4, 4.7 Hz, 1H, H-12), 3.42
(dd, J = 13.4, 4.8 Hz, 1H, H-13), 2.90 (dd, J = 11.6, 11.6 Hz, 1H, H-13"). *3C NMR (101
MHz, Acetona-ds) 6 171.21 (C-18) 162.56 (C-1), 158.43 (C-11), 140.72 (C-2), 136.64 (C-
14), 132.55 (C-10), 131.12 (C-20), 130.61 (C-16), 130.22 (C-5), 130.17 (C-7), 129.67 (C-
15), 129.52 (C-19), 128.78 (C-4), 128.26 (C-17), 125.70 (C-6), 121.35 (C-3), 120.99 (C.-
8), 112.34 (C-9), 66.56 (C-12), 38.78 (C-13). COSY correlation (61/0H): 8.14 —8.11/7.14
(H-2/H-3), 7.14/7.41(H-5/H-6), 7.52 /7.41 (H-7/H-6), 7.52/7.37 — 7.30 (H-7/H-8), 7.37 —
7.30/7.14 (H-15/H16), 4.74/3.42 (H-12/H-13), 4.74/2.90 (H-12/H-13"), 3.42/2.90 (H-
13/H-13"). HSQC correlation (81/dc): 8.15/158.43 (H-11/C-11), 8.14 — 8.11/140.72 (H-
2/C-2), 7.14/130.22 (H-5/C-5), 7.52/130.17 (H-7/C-7), 7.41/125.70 (H-6/C-6), 7.37 —
7.30/120.99 (H-8/C-8), 7.37 — 7.30/129.67 (H-15/C-15), 7.37 — 7.30/128.26 (H-17/C-17),
7.26 — 7.16/131.12 (H-20/C-20), 7.14/121.35 (H-3/C-3), 7.14/130.61 (H-16/C-16),
4.74/66.56 (H-12/C-12), 3.42/38.78 (H-13/C-13), 2.90/38.78 (H-13°/C-13). !B NMR
(128 MHz, Acetone-ds, 298 K): 6= 6.44 ppm. HRMS m/z: calculado para [Cas H34B2N20s
+ H]* 733.267574; encontrado: 733.267677, error ppm: 0.140090.

Compuesto 2

La sintesis del compuesto 2 fue obtenido bajo las mismas condiciones de reaccién del
compuesto 1. Rendimiento quimico de 78.65%. Punto de fusion 296-300°C. *H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 5 10.79 (dd, J = 6.6, 2.7 Hz, 1H, N-H), 9.39 (dd, J = 24.4, 2.6 Hz,
1H, H-11), 8.24 — 8.06 (m, 2H, H-2), 7.93 — 7.78 (m, 2H, H-16), 7.74 — 7.57 (m, 1H, H-
8, H-5), 7.42 (dt, J=17.0, 7.7 Hz, 3H, H-6, H-19), 7.29 — 7.10 (m, 7H, H-7, H-21, H,24),
7.06 —-6.81 (m, 4H, H-17, H-18), 6.59 (dd, J = 14.7, 7.3 Hz, 1H, H-3), 4.82 - 4.75 (m, 1H,
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H-12), 3.75 — 3.56 (m, 1H, H-13), 3.22 — 3.06 (m, 1H, H-13"). 3C NMR (101 MHz,
DMSO-de) 6 171.76 (C-22), 159.95 (C-1), 157.94 (C-11), 139.64 (C-2), 136.11 (C-20),
135.72 (C-10), 131.10 (C-23), 130.10 (C-24), 129.07 (C-6), 127.36 C-4), 126.93 (C-9),
124.84 (C-21), 124.55 (C-3), 123.11 (C-7), 121.25 (C-18), 120.16 (C-8), 118.67 (C-16),
118.52 (C-17), 118.27 (C-5), 111.32 (C-19), 107.99 (C-15), 107.08 (C-14), 64.64 (C-12),
27.96 (C-13). 1B NMR (128 MHz, DMSO-dg, 298 K): = 7.48 ppm. MS (m/z): calculado
para [CsoH36B2N4Os + H]* 811.289372; encontrado:811.289822, error ppm: 0.554213.

4. 3. Caracterizacion
4. 3. 1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Para los analisis de resonancia magnética nuclear de H, 3C, !B y 2D (Heteronuclear
Single Quantum Correlation y Correlation Spectroscopy]) de los compuestos 1y 2 se hizo
uso de un espectrometro Bruker Advance DPX-400: 'H (400 MHz) usando como
disolventes deuterado la acetona y DMSO. Se utilizé el desplazamiento quimico del
disolvente de anclaje (looked) como referencia para los nlcleos analizados, este es un
método predeterminado en el software del equipo y una reciente convencion propuesta
por la IUPAC (NMR nomenclature. Nuclear spin properties and conventions for chemical
shifts)

4. 3. 2. Espectrometria de masas

Para la determinacion del pico ion/molecular y masas de alta resolucion se hizo uso de un
equipo AB Sciex APl 2000™ Sistema LC/MS/MS acoplado a un cromatégrafo de

liquidos, equipado con un detector de masas y analizador de tiempo de vuelo.

4. 3. 3. Difraccion de rayos-X de monocristal (DRX)

Los datos cristalograficos de los compuestos de 1 se registraron en un equipo Nonius
Kappa-CCD (A CuKa = 1.54178 A, con monocromador de grafito, T = 297 K-CCD en
modo de detencidn de iméagenes giratorias). El cristal se soporté en un tubo Lindeman.
Las estructuras se ajustaron mediante metodos directos haciendo uso de SHELXS-97 y
se refinaron frente a F2 todos los datos mediante minimos cuadrados de matriz completa
con el programa SHELXL-9. Todas las operaciones del software se realizaron bajo el
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grupo de programas del entorno WIN-GX. Los 4&tomos pesados se encontraron por
diferenciacion de mapa de Fourier y se afinaron anisotropicamente. Los atomos de
hidrogeno fueron encontrados por diferenciacion de mapa de Fourier y refinados
isotropicamente y los atomos de hidrogeno restantes se modelaron geométricamente y

no se refinaron.
4. 3. 4. Caracterizacion fotofisica

Para el caso de la caracterizacion fotofisica, los espectros de absorcion de los compuestos
1 y 2 se determinaron en un espectrofotdémetro PerkinEImer Lamda 365 en grado
espectroscopico de metanol, realizando barridos entre la region de 190 a 600 nm con una
velocidad de barrido de 600 nm por seg. Por otra parte, los espectros de emision se
obtuvieron en un espectrofotometro fluorémetro Horiba Scientific Fluorolog-3. Los
rendimientos cuénticos (@) de los compuestos 1y 2 se realizaron en solucion de acuerdo
con el procedimiento descrito en la literatura [43] y utilizando como estandar el sulfato de
quinina en HxSO4 0.1 M (®= 0.54 a 310 nm). Para cada muestra se analizaron tres
soluciones con absorbancia menor a 0.1 y se realizO un método grafico para la
compensacion de las observaciones mediante una linea recta. De manera similar, los
coeficientes de extincion molar se determinaron a partir de tres concentraciones molares

y utilizando una linea de compensacion.

4. 3. 4. 1. Ensayo de viscosidad

Para conocer la sensibilidad de los compuestos al cambio de viscosidad se prepararon
soluciones de Metanol/glicerol de 0 a 90%, y se les adicion6 una solucién del compuesto
correspondiente con una concentracion de 3x10°M. para determinar la intensidad de la
luminiscencia las muestras, estas fueron analizadas en un fluorometro Horiba Scientific

Fluorolog-3.

4. 3. 4. 2. Ensayo de pH

El cambio de intensidad de luminiscencia a diferentes medidas de pH se determind en el
espectrofotometro de emision fluorometro Horiba Scientific Fluorolog-3, para ello se
prepararon soluciones de ambos compuestos a una concentracion de entre 2x107°y 3x10°
M, a las soluciones se les modifico el pH con soluciones de HCI 0.01M y NaOH 0.01M.
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4. 4. Modelado Molecular

Todos los célculos se realizaron para todos los a&tomos a través de los 3 pardmetros de
Becke, el funcional hibrido de Lee-Yang-Parr (B3LYP) [44]y el triple zeta de valencia
con dos conjuntos de funciones de polarizacion (def2-TZVPP) [45] , usando el paquete de
programa ORCA 4.2. [46] Las excitaciones verticales se calculan mediante el método de
la teoria funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT), considerando
también el funcionamiento de rango separado mediante el método de atenuacién de
Coulomb (CAM-B3LYP) para evaluar las posibles desviaciones en las energias de
excitacion de transferencia de carga que B3LYP puede subestimar [47, 48, 49]

4. 5. Citotoxicidad y bioiméagen de fluorescente

4. 5. 1. Ensayo de viabilidad celular in vitro

En este estudio se utilizaron células de carcer de cervix (HeLa ATCC CCL-2), el cual se
sembraron 5x10° células en una placa con 96 pocillos. Posteriormente, las células en la
placa se incubaron durante 24 h a 37 °C en un medio de cultivo DMEM/F12
complementado con suero fetal bovino al 10 % y antibi6tico-antimicético al 1 %. Las
células se lavaron dos veces con un buffer PBS, se agregaron los compuestos 1y 2 en
concentraciones entre 0,1 y 5.0 pg/mL en un medio recién preparado libre de suero y
fueron incubas durante 20 min a 37°C. Una vez cumplido el tiempo de incubacion se
realizaron lavados a los cultivos dos veces con agua destilada y se agregaron 50 pL de
solucion cristal violeta al 0.5 % en cada pocillo y la placa se incubd durante 20 min a
25°C, luego las células se lavaron cuatro veces con agua destilada y se secaron a 25°C por
24 h. Posteriormente, se adicionaron 200 pL de MeOH a cada pocillo y la placa se incubo
nuevamente por 20 min a 25°C. Finalmente, la densidad dptica se determind a 570 nm
utilizando un equipo VARIOSKAN LUX (Thermo Scientific). Se agreg6 un grupo control
usando solo DMSO al 10%.

4. 5. 2. Bioimagen in vitro
Se sembraron en una placa de 6 pocillos células HeLa sobre un cubreobjetos a una

concentracion de 1.5 x 10° células en 1.5 ml de medio de cultivo DMEM/F12
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complementado con 10 % de suero fetal bovino y 1 % de antibidtico-antimicético. Las

placas con células se incubaron por 24 h a una temperatura de 37 °C, las células se lavaron

con un buffer PBS, posteriormente, el compuesto 1 y 2 se adiciono a una concentracién

de 1.0 pg/mL en cada pocillo, utilizando medio fresco libre de suero. Finalmente, las

células se fijaron con 500 pL de paraformaldehido al 4.0 % por 10 min y los cubreobjetos

se examinaron mediante microscopia de fluorescencia.

4. 6. Disposicion de residuos

Los residuos generados durante el desarrollo de este proyecto fueron dispuestos conforme

al “plan de gestion integral de residuos peligrosos establecido en la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn” como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de residuos peligrosos y contenedor en el cual depositarlos

Residuo generado Tipo Disposicion
Solucién acuosa de . . L
Soluciones salinas, sales &cidos y bases. Colector A
HCl y NaOH
NazSO04 Soélidos inorgénicos, sales inorgénicas. Colector B
Aminoacidos, metanol, . . . , .
Téxicos e inflamables, aminas, solventes orgénicos
hexano, etanol, Colector C
. . no halogenados.
etilenglicol, acetona
Téxicos e inflamables, aminas, solventes orgénicos
CH_ClIy, CHCl; g Colector D
halogenados.
Residuos sélidos
derivados de la Combinaciones organicas sélidas. Colector G
reaccion
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5. 1. Sintesis de los rotores moleculares

De acuerdo con los antecedentes, se puede notar que se han sintetizado una gran variedad
de rotores moleculares fluorescentes (RMF) derivados de boro, sin embargo, los métodos
de sintesis involucran mdaltiples pasos, asi como condiciones estrictas de reaccion.
Actualmente, ha Illamado la atencion las reacciones por multicomponentes debido a que
los productos son obtenidos en un solo paso y en un menor tiempo de reaccion, lo que las
convierte en un método muy atractivo con la ventaja de lograr una diversidad de productos
simplemente variando los componentes de la reaccion [50], asi como la reduccion de
disolventes para llevar acabo la reaccion, esto hace que metodologias que involucran
reacciones multicomponentes tengan un enfoque sustentable y amigable con el medio
ambiente. En la Figura 15 y Figura 16 se muestra las sintesis de los rotores moleculares

por multicomponentes.

o}
& o
H OH
2 + 2 MeOH, reflujo 24 h
o —_—
OH -4H,0
0—B-0

Figura 15. Ruta de sintesis del compuesto 1 y las iméagenes del compuesto en estado
solido bajo la luz de dia y UV (365 nm).
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H
MeOH, reflujo 24 h
_—

-4H,0
0—B—0

5

Figura 16. Ruta de sintesis del compuesto 2 y las imagenes del compuesto en estado
solido bajo la luz de diay UV (365 nm).

En comparacion con el trabajo de Ibarra-Rodriguez (2017) [29] los rotores moleculares se
obtenian en un tiempo de 96 h con rendimientos de entre 80-85%, su metodologia sintética
consta de 3 etapas involucrando el uso excesivo de CNCH3 como disolvente. En el actual
trabajo se reporta una sintesis por multicomponentes en 24 h por lo que se reduce a una
cuarta parte del tiempo de reaccién y con rendimientos entre 89y 78%, evitando el uso de

disolventes toxicos y en consecuencia haciendo mas eficiente el método.

5. 2. Caracterizacion estructural
5. 2. 1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los compuestos 1y 2 se analizaron mediante RMN de *H, 3C y 'B. En cuanto a RMN
de *H para el compuesto 1 (ver espectro completo en anexos A2 a), se puede observar en
el espectro una molécula altamente simétrica y con componentes aromaticos (Figura
17iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Entre el rango de 7.2 a 7.8 ppm se
observan las sefiales correspondientes a los protones de los anillos aromaticos. Por otra
parte, el proton iminico (H-11) se encuentra desplazado a 8.15 ppm como una sefial simple

e intensa, en la literatura se reporta que el proton iminico del ligante tiene un
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desplazamiento de 8.8 ppm [20, 51], mientras que al coordinarse el nitrégeno de la imina
este protdn tiende a desplazarse hacia frecuencias méas bajas debido a una “proteccion” o

desplazamiento de densidad electronica a causa de la formacién del enlace N—B.

BNF 15
Acetone-db6
1H-NMR 8, 17
11 3, 16
16
2 5 20 15 17
7 6
e g T T
EL‘4 EL‘S B.‘E B.‘l E.ID 7.‘9 7.‘5 77 7‘I6 T‘IS 7‘I4 7.‘3 7‘I2 7‘I1 7‘ID E\.‘Q E\.‘B
1 fpprm)
12 13 13

i e

T
2.8

0 ]
o
l

0
- 198

o

T T T T T T LRSI L S B e S B S S B T T
51 50 49 482 47 46 45 44 43 42 41 40 39 28 27 36 25 34 33 32 31 20 2
1 {ppm)

Figura 17. Espectro [5, ppm] de RMN H en (CD3).CO) del compuesto 1.

Por otra parte, en el espectro de RMN de 3C del compuesto 1 (Figura 18) se pueden
apreciar 20 sefales definidas (ver espectro completo en anexos A2 b). Entre el rango de
120-140 ppm se encuentran los carbonos correspondientes al sistema aromatico, mientras
que la sefal desplazada a 158.43 ppm pertenece al carbono de la azometina (C-11), la
sefial en 171.21 ppm corresponde al carbono del grupo carboxilo (C-18), estos
desplazamientos son consistentes con lo reportado en la literatura [52]. De manera
analoga, el carbono quiral (C-12) se encuentra desplazado a 66.56 ppm, tipico
desplazamiento de un carbono unido a nitrogeno (C-N), mientras que el carbono
desplazado a 38.78 ppm corresponde a C-13 debido a su naturaleza y ambiente quimico

caracteristico.
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Figura 18. Espectro [5, ppm] de RMN 3C en (CDs).CO) del compuesto 1.

Posteriormente, con la finalidad de corroborar una correcta asignacién de las sefiales en
los espectros de RMN de *H y *C del compuesto 1, se realizaron estudios de RMN en 2D
obteniendo principalmente los experimentos de COSY (Correlation Spectroscopy) y

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).

Con el fin de distinguir las sefales e interacciones *H-'H en el compuesto 1, el espectro
de COSY se dividié en dos secciones: la zona alifatica y la zona aromatica (Figura 19 y
Figura 20). En la zona alifatica se puede apreciar el acoplamiento que presenta el proton
quiral H-12 con los protones adyacentes H-13 y H-13', asi como un acoplamiento geminal
entre H-13 y H-13'. Por otro lado, en la zona aromatica se observa las correlaciones del
H-2/H-3, H5-/H-6, H6-/H-7, H-7/H-8 y H-15/H-16. Y finalmente, debido a que el proton
iminico no cuenta con protones adyacentes, no presenta ninguna correlacion. El cuidadoso
andlisis del COSY nos indica la correcta asignacion de los protones en la estructura

molecular del compuesto 1.
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Figura 19. Espectro [, ppm] de RMN COSY en (CD3)2CO) del compuesto 1 regién

alifatica.
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Figura 20. Espectro [, ppm] de RMN COSY en (CD3)2CO) del compuesto 1 regién

aromatica.
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Continuando con el andlisis espectroscépico de RMN en 2D, en el espectro de HSQC se
logré determinar las correlaciones a un enlace entre 33C-H (ver espectro completo en
anexos A2 c). De manera analoga al experimento de COSY, el espectro se dividio en 3
secciones; en la primera seccion (Figura 21) se denota el acoplamiento entre el proton
desplazado a 8.15 ppm en H con el carbono desplazado a 158.43 ppm en 3C,
correspondiente a la funcion iminica. En la Figura 22 y Figura 23 se observan las
correlaciones *H-13C del sistema aromatico y zona alifatica, es importante mencionar que
en este experimento se pueden observar los carbonos cuaternarios, los cuales se
diferencian por no presentar acoplamiento directo con protones, como es el caso de C-1,
C-4, C-9, C-10, C-14, C-18.

11

5= o
—3 Acetone-d6
10 = pspe
H135
14 — 15
15 17
2—% = —— .

145

r150

L pm)

L1ss
., O/B*—O

i - &
) Fs0 N

pl=l

F170

T T T T T T T T
8.29 .20 8.15 8.10 .03 8.00 7.093 7.90 789 7.80 773

f2 {pprm)

Figura 21. Espectro [, ppm] de RMN- HSQC del compuesto 1- relacion del C-H

iminicos.
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Figura 22. Espectro [6, ppm] de RMN HSQC del compuesto 1 correlaciones

presentes en la molécula, zona aromatica.
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Figura 23. Espectro [6, ppm] de RMN HSQC del compuesto 1 correlaciones

presentes en la molécula, zona alifatica.
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Finalmente, en el espectro de RMN de !B se observa una sefial ancha desplazada a 6.44
ppm (Figura 24), esto debido a que el isotopo de !B tiene un spin de 3/2 y presenta un
bajo momento cuadrupolar con relajacion lenta [53]. EI desplazamiento de boro a esa
frecuencia indica un atomo de boro tetracoordinado y con hibridacion sp?, ya que 4tomos
de boro tricoordinados con hibridacion sp? presentan un desplazamiento entre el rango de
15 a 125 ppm de acuerdo con la literatura [54]. Es importante mencionar que al hacer una
ampliacion en el espectro de B solo se observa una sefial, esto nos indica que no hay

presencia del precursor de boro trivalente.
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Figura 24. Espectro [8, ppm] de RMN B en (CD3)2CO) del compuesto 1.

Por otro lado, para el compuesto 2, se hizo la asignacion de sefiales de RMN de *H, *Cy
1B basada en el compuesto 1y previos reportes [7, 20, 29]. En el espectro de RMN de *H
(Figura 25), se observo la presencia de 17 sefiales (ver espectro completo en anexos A2
e), de las cuales el protdon iminico se encuentra a un desplazamiento de 9.4 ppm, que
concuerda con un desplazamiento similar a lo reportado por Lara y colaboradores [20].

Cabe destacar que la significante diferencia entre el desplazamiento del protén iminico
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del compuesto 1 (8.15 ppm) y el compuesto 2 (9.4 ppm) es debido a la posible proteccion
provocada por el anillo aromatico del fragmento de la fenilalanina puesto que existe una
conformacién en el que el cono de proteccion del anillo aromatico del grupo fenilalanina
se encuentra paralelo al proton iminico del compuesto 1, sin embargo, en el compuesto 2
no se puede observar una conformacion similar al compuesto 1 debido al impedimento
estérico por parte del triptfano. En cuanto al espectro de RMN de 3C se observan 24
sefiales (Figura 26), destacando la sefial desplazada a 157.94 ppm perteneciente al
carbono iminico (C-11). Y finalmente, con el andlisis de RMN de !B se confirmo la
presencia del &tomo de boro tetracoordinado con un desplazamiento a 7.48 ppm al igual
que su homdlogo (compuestol) (Figura 27).
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Figura 25. Espectro [, ppm] de RMN H enDMSO-ds del compuesto 2.

pag. 53



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

-
=

—136.11
—135.72
—13L.10

130,10
—129.07

17176
— 155,35
— 15734

|
24
1
22
1
| L 11
1 . i \A IJ —
; ; . , . —— T
175 170 165 160 155 141 140 139 138 137 136 135 134 133 132 131 130 129
1 (pprm) f1 (ppm)
- - - " - .
[ I | {7h
18
21 | 17
13 8
) 9 7 16 | 5
I |
O—R—
. T T T T T — T ———— ———
128 127 126 125 124 123 121.0 120.5 1200 119.5 119.0 .5 1180 117.5 117.0 *
3 flfppmy & % b 1 (ppm) 2 0 N
E 505 e 5 N
| i ! | N
19 HN
! 13
15 14 12 |
| . f
] Ii l I 1L 1
T T T T T T T T T T T T T T - T T
113 112 111 110 109 108 107 s 65 a0 55 S0 45 40 35 30 25

1 {pprm) 1 {ppry

Figura 26. Espectro [§, ppm] de RMN *3C enDMSO-ds del compuesto 2.
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Figura 27. Espectro [§, ppm] de RMN B enDMSO-ds del compuesto 2.
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5. 2. 2. Espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR)

Mediante espectrometria de masas de alta resolucion se determino la presencia del ion
molecular del compuesto 1 (Figura 28) y del compuesto 2 (Figura 29) correspondiendo

de manera satisfactoria con la masa molecular tedrica de los compuestos (Tabla 3).

En el espectro de masas del compuesto 1 se observo la formacion de un dimero al observar
una sefial a 1465.52 m/z (Figura 28), la formacion del dimero podria deberse a
interacciones débiles de tipo m-mt entre anillos aromaticos. Por otra parte, en el espectro
del compuesto 2 se observaron dos sefiales destacables una a 811.28 m/z y otra a 767.30

m/z, perteneciente al ion molecular y al fragmento por descarboxilacion respectivamente.

Tabla 3. Datos de espectrometria de masas para los compuestos 1y 2.

Formula Masa calculada Masa obtenida Error
Compuesto
molecular (uma) (uma) ppm
1 C,H,B,N, O, 733.267574 733.267677 0.140090
2 C,, H,B,N, O, 811.289372 811.289822 0.554213

saee) " 1465.52 m/z
Ion melscular

(5 83
0 “-:f“:
‘I\

IR 8%
| B—d i 2
o] _rsrosons )

04| 733.26 m/z
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| 108 aeanst . e 2amm B =
200001 Zie203 1060.374796 Dimero
.| PR 110 P | A T 1Y R S R _L_ e
200
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Figura 28. Espectro de masas de alta resolucion para el compuesto 1,

mostrando los picos m/z més relevantes.

pag. 55



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Intensity, counts

+TOF MS: 0.159 to 0.176 min from J-210818-58-02.wiff Agilent, subtracted (1.099 to 1.312 min)

2550

2500 767.300524
2400 Ion molecular
2300
2200
2100 +
2000 HN HN__
1900 O —
1800 O 2 O \N
1700 N (o84 ]
1600 g g

BH
1500
1400
1300 812292756 -B
1200 N o o 10

C 410 N
1100 N x O
1000 O — Q
900 -
Q NH
800 NH
700
600
- 767.30 m/z 811.28m/z
400
300 ‘
200 | il 1
| || - i
100 | f | - i
{..Ji i m\‘m Lol A Jm‘m bbb dogiolb dh M |Lm il il

811.289822

550 600 650 700 750
mlz, amu

800

850 800

Max. 1.3e4 counts|

1000

Figura 29. Espectro de masas de alta resolucion para el compuesto 2,

mostrando los picos m/z mas relevantes.

Una caracteristica peculiar que presentan los espectros de masas de alta resolucion es el

patrén isotopico observado en la region de la sefial del ion molecular donde se aprecian 6

picos con diferente intensidad (Figura 30). La relacion m/z e intensidad es debido a las

posibles combinaciones entre los isotopos del B y su abundancia, asi como la combinacion

con otros isotopos de distintos elementos. El patrén isotopico de los compuestos indica la

presencia de dos atomos de boro; la presencia de un solo &tomo de boro solo presentaria

dos sefiales con una relacion 8:2 [55].
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5. 2. 3. Difraccién de rayos X de monocristal

Para el andlisis por difraccion de rayos-X de monocristal es necesario la obtencion de
cristales apropiados. Desafortunadamente solo fue posible la obtencion de cristales del
compuesto 1, su estructura molecular en estado so6lido se muestra en la Figura 31, asi

como los datos cristalogréaficos mas relevantes se exhiben en la Tabla 4.

Front view Side view

Figura 31. Estructura molecular del compuesto

Tabla 4. Datos cristalograficos del compuesto 1

Formula empirica Ca6 Haza B2 N2 Og
Peso molecular (g/mol) 733.372 g/mol
Grupo espacial P 21/n
Sistema cristalino monoclinico
a (R) 10.2847(9)
b (A) 14.2570(12)
c(A) 27.340(2)
a(°) 90
B (°) 95.570(3)
v () 90
Volumen (A%) 3989.91
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Al analizar la estructura por difraccion de rayos-X del compuesto 1, se observa un
complejo binuclear de boro, notando que el atomo de boro esta tetracoordinado ademas

de la formacion de un biciclo [4,3,0] debido al enlace de coordinacion N—B.

Dentro de las distancias mas importantes se tiene la de B1—-N1 y B2—N2 de 1.57 Ay
1.56 A respectivamente, indicando una coordinacion fuerte del atomo de nitrogeno, esta
distancia de enlace es comparable a un enlace covalente de acuerdo con lo reportado en la
literatura [29, 56]. El angulo entre O1-B1-N1 y O1’-B2’-N2’ es de 100.51° y 105.06°
respectivamente, esto nos indica una geometria tetraédrica irregular. Usando los valores
de angulos diedros entre los atomos de O, B y C, se calculd del caracter tetraédrico
mediante la ecuacion de Hopfl [56] obteniendo un resultado de 99.80% mostrando una
coordinacion entre B—N de caracter covalente. Por otra parte, la geometria tetraédrica del
boro no permite que los anillos de 5y 6 miembros se encuentren planos, por lo que la
deslocalizacion del sistema 7 no es Optimo perjudicando las propiedades dpticas no
lineales, ya que estan dependen de gran magnitud de la deslocalizacion de electrones my

de la naturaleza del sistema conjugado (Figura 32).

2 L)
2'0 N2,

Figura 32. Plano de la estructura que muestra el &tomo de boro fuera del plano.

La celda unidad esta conformada por cuatro moléculas, con un grupo espacial P21/n el
cual pertenece a un sistema monoclinico como se aprecia en la Figura 33, las

interacciones que presenta son de tipo m intermoleculares entre el grupo naftilo y el grupo
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fenilo, con una distancia entre 2.7 a 2.8 A (Figura 34). Es probable que este tipo de
interacciones favorezcan la formacion de excimeros, mostrando bandas de absorcién con

un desplazamiento batocromico, ensanchamiento y menor estructura vibracional.

Figura 33.Celda unitaria del compuesto 1.

Figura 34.Interacciones intermoleculares.
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5. 3. Estudio fotofisico

5. 3. 1. Espectroscopia UV-vis

En la Figura 35 se presenta los espectros de absorcién de ambos compuestos en metanol
y a temperatura ambiente. Para cada compuesto se pueden notar dos bandas de absorcion,
la primera con una Amax = 400 — 420 nm y la segunda banda a 335 nm atribuyéndolas a

transiciones tipo T—m*.

10 A=335 nm
o =400-
E A=400-420 Zomp 2
— 0.8 Comp 1
=
=
@
D06
o
e
&
= 044
=
i
=

0.2 4

o.o T T T T T T T

300 340 400 450 500

Witavelength (nm)

Figura 35.Espectro de absorcion UV-vis del compuesto 1y 2.

5. 3. 2. Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision del compuesto 1y 2 se determinaron en metanol y a temperatura
ambiente con una A de excitacién a 400 nm correspondiente a la longitud de onda de
absorcion de menor energia, en ambos casos se presento una banda de emision, para el
compuesto 1 a Aem = 473 nm, mientras que para el compuesto 2 a Aem = 504 nm (Figura
36). Aungue ambos compuestos presentan una banda estrecha con un maximo de emision
entre 470-510 nm la diferencia mas notables es la intensidad relativa, puesto que el

compuesto 1 tiene una intensidad 10 veces mayor que el compuesto 2.
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Figura 36.Espectro de emision del compuesto 1y 2

En la Tabla 5 se encuentran resumidas las propiedades fotofisicas del compuesto 1y 2, en
la cual se aprecia que el compuesto 2 tiene un rendimiento cuantico bajo en comparacion
con el compuesto 1, ademas se puede observar que tienen una Amax Semejante con un
coeficiente de absorbion elevado debido a las transciones m->n*. Por otra parte, los
compuestos presentan un dezplazmiento Stokes elevado, lo que evita tener alguna

interferancia entre la longitud de excitacion y emision.

Tabla 6. Propiedades fotofisicas de los compuestos 1y 2

Compuesto = Aups[nm] €*10* [M? Eg [eV] Aem[nm] Av [nm] D [%]
cm?
1 335, 400 1.071 3.0995 473 73 12.72
2 335, 409 0.98 3.0313 504 95 0.41

5. 4. Ensayo de pH
Con el fin de evaluar la versatilidad de los rotores a diferentes estimulos aplicados,

primeramente, se realizaron estudios de halocromismo. Cabe mencionar que la
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imagenologia es una herramienta que da la posibilidad de visualizar cambios que
dependan de esta propiedad halocrémica, con el fin identificar y diferenciar las células
sanas de las células enfermas en funcion del pH. Estos ensayos se realizaron con diferentes
medidas cercanas al pH intracelular y al pH extracelular, que posteriormente fueron

analizados mediante espectroscopia fluorescente.

En la Figura 37 se muestran apilados los espectros de emision del compuesto 1 en funcion
del pH. Los resultados evidencian que la intensidad de la fluorescencia es diferente a cada
pH, estos cambios se pueden corroborar con la tendencia que se muestra en Figura 38, es
rescatable mencionar que mediante la intensidad de fluorescencia si se pudiese dar esta
diferenciacion entre células sanas, cancerigenas y apoptoticas. Dentro de la tendencia se
observa que a pH acido se mostro un incremento de la intensidad de luminiscencia, del

mismo modo ocurrié con el compuesto 2 (Figura 39 y Figura 40).
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5.92
6.25
4000000 - 6.45
S) —6.77
S 6.95
2 3000000 - 718
= )
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c 7.70
2000000 —
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Figura 37. Espectro de emision a diferentes medidas de pH del compuesto 1 daps de
400 nm.
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Figura 38. pH vs intensidad de emisién del compuesto 1.
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Figura 39. Espectro de emision a diferentes medidas de pH del compuesto 2

Aabs de 400 nm.
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Figura 40. pH vs intensidad de emision del compuesto 2.

5. 5 Ensayo de viscosidad

Finalmente, con el proposito de evaluar el comportamiento de los rotores moleculares 1y
2 en funcion de la viscosidad, se realizaron estudios de intensidad de emision en mezclas
de metanol-glicerol a diferentes proporciones que van del 0% hasta 90% de glicerol en
aumentos del 10%. Los resultados obtenidos muestran que para ambos compuestos la
intensidad de emisidon es directamente proporcional al aumento de viscosidad del medio.
Sin embargo, en ambos compuestos el aumento de la intensidad de fluorescencia fue

relativamente bajo en comparacion con otros compuestos reportados por nues

tro grupo de investigacion, el compuesto 1 aumento 1.37 veces la intensidad de emision,
mientras que el compuesto 2 aumento 3.72 veces la intensidad de emision. La intensidad
de luminiscencia con respecto a la viscosidad del medio se muestra la Figura 41 para el
compuesto 1 y en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. para el ¢
ompuesto 2, mientras que la tendencia lineal se observa en la Figura 42 y Figura 44

respectivamente.
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Figura 41. Espectro de emisién a diferentes medidas de viscosidad del compuesto 1.
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Figura 42. Tendencia de la viscosidad vs intensidad de emision hasta 80% del

compuesto 1.
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Figura 43. Espectro de emision a diferentes medidas de viscosidad del compuesto 2 a
}\,abs de 400 nm.
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Figura 44. Tendencia de la viscosidad vs intensidad de emision del

compuesto 2.
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5.6.Modelado molecular

Para estudiar el comportamiento de los compuestos 1y 2 con el cambio de viscosidad del
medio de manera tedrica, se consider6 que el cambio de la intensidad de la luminiscencia
esta dado sobre los cambios en los grados de libertar internos de la molécula por la
influencia del medio. Con base en esto, las moléculas se optimizaron en el estado basal y
en el estado excitado (Soy S1) para realizar un estudio dependiente del tiempo que permitid
determinar los espectros de absorcion UV-Vis y de emision de cada sistema, a travées de
la fuerza del oscilador (f) como una medida de la intensidad de la emision.

Para el compuesto 1, se realizaron rotaciones consecutivas de 30°, a los dos grupos
quirales con centro en los atomos de Boro y al grupo “linker” (benceno) en el estado
excitado, (Figura 45); las rotaciones nombradas como o, B Yy 7y, corresponden a las
rotaciones realizadas variando los angulos de torsion que conllevan a la rotacién de un
fragmento determinado. De manera similar se realizé para el compuesto 2. Este pardmetro
permitio analizar los cambios que sufre la luminiscencia dependiente de los cambios

conformaciones.
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Figura 45. Representacion de los angulos de torsion seleccionados para este estudio,

donde a y v son los angulos de torsion de los grupos quirales, y f es el angulo de torsion

del “linker” (benceno).

A partir estructuras optimizadas se reprodujeron los espectros de absorcidn y emision para

1y 2. Las Tabla 7 y Tabla 8 muestran los resultados obtenidos mediante el método TD-
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DFT para la simulacion de los espectros de absorcion y emision de UV-Vis de los sistemas

en fase gaseosa.

Tabla 7. Excitaciones singulete - singulete mas intensas en 1y 2 en la fase gaseosa.

CAM-B3LYP
Sistema Aa f MOs activos A

342 0.349 H—L (ICT) o™
299  0.207 H-2—L T—T*

1 236 0.140 H-2—L+1 T—T*
204 0.448 H-3—L+3 (ICT) n—>n*
196 0.853 H-6—L+3 T—T*
351 0.162 H—-L (ICT) n—mn*
343  0.172 H-1-L+1 (ICT)n—n*

5 331 0.226 H-3—L (ICT) n—>n*
297 0.145 H-3—L+1 T—1*
288 0.184 H-8—L+1 (ICT) n—n*
240 0104  H-1-L+10 (ICT) n—n*

Tabla 8. Datos de emision singulete - singulete en 1y 2 en la fase gaseosa.

B3LYP
Sistema | e f krg*10®  7*10° A
1 |788 0002 3.8 031 (ICT)n*-x
2 884 0.008 1.63 0.61 (ICT) n*—m
CAM-B3LYP
1 466 0002 1.81 055 (ICT)n*-m
2 436 0.116 0.97 1.03 (ICT) n*—m

Los resultados obtenidos concuerdan con la evidencia experimental en términos de

energia e intensidad (fuerza del oscilador (f)) (ver Figura 35 y Figura 36), aunque el

calculo tedrico via B3LYP de los espectros de emision para 1 y 2 no eran consistentes,

esto se resolvieron implementando el método CAM-B3LYP ya que este método combina

las cualidades hibridas del B3LYP y la correccion de largo alcance del Método de

Atenuacion de Coulomb (CAM) que minimiza las desviaciones en los célculos de las

transiciones de transferencia de carga [57].
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En el estado excitado, los sistemas pueden experimentar una estabilizacion adicional con
las moléculas de solvente que pueden lograr en un estado relajado llamado Transferencia
de Carga Intramolecular (ICT) [58, 59]. Si la transferencia de carga implica rotacién
intramolecular, entonces puede resultar en un estado llamado Transferencia de Carga
Intramolecular Torcida (TICT) que puede regresar al estado de basal (So) ya sea por
emision o por desactivacion no radiativa [60, 61]. Los sistemas 1y 2 mostraron un cambio

en la intensidad de luminiscencia con el aumento de la viscosidad.

La Figura 46 muestra la fuerza del oscilador (f) y los cambios de energia relativa (Er)
relacionados con los angulos de torsion seleccionados en el sistema 1. Los grandes
cambios se observan para las rotaciones de los angulos By v. En el caso de a, la intensidad
de la emisién no cambi6 con la rotacion mientras que los dngulos B y ¥ muestran sus
valores grandes y bajos alrededor de 90° y 180°, respectivamente. Estos resultados vienen
dados por la localizacion de los orbitales moleculares (MO) implicados en la desactivacion
del estado excitado. Este proceso ocurre desde el grupo quiral (que cambia con la rotacion
v) al linker (anillo de benceno que cambia con la rotacion ) Por tanto, esta desactivacion
implica un proceso ICT que se ve alterado por las rotaciones en By y. Estas rotaciones, a
diferencia de la rotacion de a, implican cambios en la localizacion y disposicion de estos
MO. Este hecho se puede demostrar mediante los célculos de la fuerza del oscilador (f) y

la tasa de radiacion (krg) de los procesos de desactivacion.
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Figura 46 Representaciones esquematicas del efecto mayor y bajo en la emision debido
a la rotacion de los angulos a) a, b) By ¢) yen 1/ S1. Donde Aa y Ae SON las longitudes de
onda teoricas de absorcion (negro) y emision (azul) respectivamente. fy kr son la fuerza
del oscilador y la tasa de radiacion, respectivamente. Los valores de contorno de
isosuperficie se establecen en 0,03.

De acuerdo con estos resultados teoricos, el aumento de la viscosidad del solvente produce
cambios conformacionales (rotaciones B y y) en 1, lo que promueve estructuras con
fluorescencia. Especificamente, la estructura del estado excitado hace girar el benceno y
el grupo quiral (principalmente en los angulos B y y) durante el proceso de reorganizacion;

de tal manera que los estados emisivos cambian su densidad y distribucion electrénica.
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Estos cambios producen una emision de fluorescencia progresiva en 1 que se evidencia

por el aumento significativo de los valores calculados de f.

En el caso del compuesto 2, a diferencia de 1, el proceso de absorcion se caracteriza por
un proceso local-ICT que ocurre en los grupos quirales, desde el triptéfano hasta el resto
naftaleno (Figura 47). Esta ICT conduce a una desactivacion local-radiativa en sentido
opuesto. Por esta razon, en el caso de 2, a diferencia de 1, la intensidad de la emision no
cambid con las rotaciones de los angulos o, B y y. En cambio, el proceso ICT produce una
gran rotacion del grupo Tript6fano debido al cambio en los a&ngulos diedros, denominados

Oyo.

La Figura 47(Tabla 9) muestra los cambios de fuerza del oscilador (f) con respecto a los
angulos 0 y ¢ seleccionados. Los grandes cambios se observan para las rotaciones 0 y ¢
gue muestran una disminucion progresiva en diferentes direcciones de rotacion. En el caso
de o, la intensidad de la emision presenta una disminucién con el rango de rotacion de 0°
a 240° mientras que los dngulos 6 muestran el mismo comportamiento en sentido opuesto
(de 0 a240°). Las rotaciones de 60°y -60° en 8 y 6 muestran los arreglos conformacionales
con gran intensidad de emision y ki, por el contrario, los valores més pequefios se
presentan a rotaciones a 120°. Estos resultados sugieren que el aumento de la viscosidad
del solvente genera los cambios conformacionales del sistema 2 generando una mayor
planicidad entre el grupo naftaleno y triptéfano, lo que favorece un encendido
fluorescente. Por el contrario, a menor viscosidad del sistema con respecto al glicerol
favorece la rotacion del grupo Triptofano (principalmente en los angulos 6 y o) lo que
disminuye la planaridad entre ambos grupos y, por lo tanto, el apagado de la luminiscencia
de 2.
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Figura 47 Representaciones esquematicas del efecto mayor y bajo en la emision debido
a la rotacion de los angulos a) 0 y b) 6 en 2/ S1. Donde Aay Ae SON las longitudes de onda
tedricas de absorcion (negro) y emision (azul) respectivamente. f y kr son la fuerza del
oscilador y la tasa de radiacién, respectivamente. Los valores de contorno de isosuperficie
se establecen en 0,03.
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Tabla 9. Datos de emision singulete-singulete en 2o y 2, a través de método teérico TD-
DFT/CAM-B3LYP/Def2-TZPP

20 20

a Ae f Krg*108 ¢*108 A Ae f Krg*10® 1*10°® A

0° | 436 0116 181 055 (ICT)n*-=n |436 0.116 0.97 1.03 (ICT)n*—n
30° | 393 0.157 1,72 058 (ICT)mn*-m|409 0.064 0.64 156 (ICT)n'—n
60° | 391 0.198 1,86 054 (ICT)n*-m|434 0.006 0.06 18.07 (ICT)n'—n
90° | 391 0.186 033 299 (ICT)n*-m|456 0.005 0.04 2494 (ICT)n'—n
120° | 406 0.084 0.86 1.16 (CT)n*-m | 479 0.002 0.01 70.04 (ICT)n*-n
150° | 396 0.029 0.24 412 (ICT)n*-n |466 0.014 0.11 9.16 (ICT)=n*—n
180° | 391 0.021 0.24 416 (ICT)n*-n |444 0.045 039 258 (ICT)n*-n
210° | 387 0.001 0.06 15.71 (ICT)n"-mn | 445 0.084 0.71 1.40 (ICT)n*—n
240° | 383 0.003 0.04 2471 (ICT)n-m |434 0.111 0.99 1.01 (CT)n"—n
270° | 384 0.092 0.78 1.28 (ICT)n*-m | 404 0.150 156 0.64 (ICT)n'—n
300° | 433 0.028 014 735 (ICT)n*-m|390 0.180 200 050 (ICT)n"—n
330° | 436 0.064 0.80 1.25 (CT)n*-m | 388 0.166 187 054 (ICT)n'—n

“Ae €s la longitud de onda de emisién teérica en nm, A es la asignacion de transiciones, f es la fuerza del
oscilador, kiq es la tasa de radiacion de emision (s) y t es el tiempo de vida de emision-radiativa (s)

5. 7. Citotoxicidad y bioiméagen de fluorescente

Para los estudios de aplicacion a nivel celular, se realizaron experimentos de viabilidad

celular mediante ensayos en células Hel a para evaluar el efecto citotoxico en un rango de

concentracion de 0.1 a 5 pg/mL mediante el método de cristal violeta. Después de 20

minutos se analizd mediante la densidad Optica a 570 nm, obteniendo para ambos

compuestos una viabilidad alta superior al 90%, como se observa en la Figura 48.
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Figura 48. Efecto citotoxico en células HeLa con diferentes concentraciones del
compuesto durante 20 minutos. Como control se utilizo células tratadas con DMSO y

células no tratadas. a) compuesto 1y b) compuesto 2.

Para determinar la capacidad de los compuestos 1y 2 como marcador celular fluorescente,
los compuestos se evaluaron con la linea celular HeLa a un una concentracion de 1 pg/mL
con un tiempo de exposicién con el compuesto de 10 minutos. Los andlisis de bioimagen
revelan que los compuestos son capaces de tefiir el citoplasma el compuesto uno con
mayor nitidez en comparacion con el compuesto 2. Esta tincion tenue puede deberse entre
otros factores a la formacidn de cristales dentro de la célula lo que conlleva a la formacién
de excimeros lo cual impide una tincién satisfactoria.
Microscopio

Compuesto ] Microscopio fluorescente
convencional

()\B

Compuesto 1
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Compuesto 2

Figura 49. Bioiméagenes fluorescentes en células HelL a tratadas con el compuesto

correspondiente.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se logro sintetizar dos nuevos rotores moleculares binucleares de boro derivados de

aminoéacidos (fenilalanina y triptéfano) a traves de una reaccion por multicomponentes.

Se realiz6 la elucidacion inequivoca de los compuestos 1y 2 por técnicas espectroscopicas
de RMN !H, 13C, 1B, y espectrometria de masas, asi como difraccion de rayos X de
monocristal para el compuesto 1, confirmando la presencia de los dos atomos de boro y

el fragmento de la base de Schiff derivada del aminoacido correspondiente.

En cuanto a propiedades fotofisicas, el mayor rendimiento cuéntico lo presento el
compuesto 1 con un valor de ¢ =0.06868 (12.72 %) con respecto al sulfato de quinina (¢
= 0.54 (100 %)).

Los compuestos 1y 2 mostraron propiedades de rotor molecular al denotar un incremento
en la intensidad de la emision de fluorescencia (1.37 veces para el compuesto 1y 3.72
veces para el compuesto 2) a causa de la restriccion de los grados de liberta rotacionales
en un medio viscoso. Ademas, debido a la respuesta de incremento de la intensidad de la
emision en funcion del pH los compuestos se consideran como materiales multi-respuesta,
sin embargo, esta propiedad no presenta linealidad. Una causa de este problema podria
deberse a la ausencia de grupos susceptibles al pH, por lo que la concentracion de iones

H* u "OH actuan sobre partes de la molécula con deficiencia o exceso de carga electronica.

Por otra parte, los datos obtenidos en modelado molecular tienen gran similitud con los
datos experimentales en cuanto a la longitud de onda de absorcion y emision de los rotores
sintetizados, sin embargo, los estudios tedricos revelan que la influencia del medio afecta
los movimientos rotacionales de manera diferente y en consecuencia su respectiva
intensidad de emision; para el compuesto 1 la viscosidad del medio afecta en mayor
magnitud la transferencia de carga intramolecular (ITC) a través de la rotacion del anillo
de benceno que a la parte rotatoria del fragmento del aminoécido, mientras que para el
compuesto 2 sucede lo contrario, el fragmento de la molécula que tiene mayor aportacion
a la intensidad de emision sucede a traves de los grupos naftilo — triptéfano cuando adopta

una mayor planaridad y no como ha de esperarse a través del anillo de benceno.
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Al evaluar los compuestos en viabilidad celular, se concluyo que estos muestran baja
citotoxicidad en células de cancer de cérvix (HeLa ATCC CCL-2), adicionalmente al
evaluarlos como tinte celular en celulas HelLa en una concentracion delug/mL para

ambos compuesto lograron una tincién tenue al citoplasma.
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Anexos

Al. Nomenclatura de los compuestos

8,8'-(1,4-phenylene)bis(11-benzyl-10-ox0-10,11-dihydro-8 H-naphtho[1,2-
e][1,3,2]oxazaborolo[2,3-b][1,3,2]oxazaborinin-12-ium-8-uide)

Compuesto 1

By

_

ob

B
O0—B—
Hg

8,8'-(1,4-phenylene)bis(11-((1H-indol-3-yl)methyl)-10-0x0-10,11-dihydro-8H-
naphtho[1,2-e][1,3 2]oxazaborolo[2 3-b][1,3,2]oxazaborinin-12-ium-8-uide)

Compuesto 2
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A2. Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN)

a. Espectro de RMN de *H del compuesto 1

BNF
Acetone-d6
1H-NMR
A A MM L
oo Jiwal T T T
L g s g
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)
b. Espectro de RMN de '3C del compuesto 1
cmp3 5 g g RInYgNLENESRERT o o
Acetone-d6 o o8 S~ S ARNB BN~ S A M =
13C-NMR = s =2 ITocooooaddadadadadz g o
| [ ————

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70
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c. Espectro 2D HSQC compuesto 1

BNF
Acetone-d6
HSQC

“M“ o

m

F40

50
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2 (ppm)

d. Espectro 2D HMBC de compuesto 1

—_§ 18050-04 "
18050-04

BNF, ACETONA-d6

HMBC
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T
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r110
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130

140

150

160
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~180
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e. Espectro de RMN de H del compuesto 2

BNT

DMSO-d6

1H-NMR

T s T :r‘ T T ngﬁ*?* s T T s
1‘1.0 16.5 16.0 9‘.5 9‘.0 8‘5 8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0
f1 (ppm)
f. Espectro de RMN de 3C del compuesto 2

BNT?
DMSO-d6
13C-NMR

‘ LU | L | |

1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 60 50 ‘%0 310

f1 (ppm)
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A3. Angulos calculados mediante difraccion de rayos X de monocristal

Numero

© 00 N O U b~ WDN

A A DA DA DWW W WWWWWWWNDNDNDDNDNDNDDNDDNDDNDNIERRRRERRERPREPRPRPR PR
A W NP O O© 0N O b~ WNPEP O O 0 NOO O b WDNPFP O O 0 ~NO O b~ wDND PR+ o

Atom1l
C6
02
02
02
03
03
N4
B2
B2

C41
B2
B2
Cc9

C32

C32

C33
H1
H1
Cc2
C1
C1

H18
Cc2
c2
C4
C3
C3
C5
C4
Cc4
C6
o1
o1
C5

H15

H15
c8
N4
N4
N4

H14

H14

C10
Cc9

Atom2 Atom3

o1
B2
B2
B2
B2
B2
B2
02
03
06
N4
N4
N4
N6
N6
N6
C1
C1
C1
c2
c2
Cc2
C3
C3
C3
(62
C4
C4
C5
C5
C5
C6
C6
C6
Cc7
c7
Cc7
Cc9
Cc9
Cc9
C9
C9
C9
C10

B1
03
N4

C46
N4

C46

C46

C20

C25
B1
c9

C48

C48

C33
B1
B1
c2

C30

C30

H18
c3
c3
c4

c28

c28
c5
c31
c31
c6
c32
c32
c5

C29

c29
cs

C46

C46

H14

c10

C25

C10

C25

C25

H13

Angulo
113.4(3)
109.4(4)
105.0(4)
112.4(4)
100.5(4)
112.9(4)
115.7(4)
114.1(4)
112.8(4)
114.2(4)
110.2(3)
120.6(4)
127.9(4)
126.8(4)
119.8(4)
110.8(4)

119.8

119.8
120.4(6)

119.8
120.4(5)

119.8
119.4(5)
121.2(5)
119.4(5)
118.4(4)
118.8(4)
122.8(4)
120.2(4)
122.4(4)
116.8(4)
121.7(4)
118.2(4)
120.1(4)

118.9

118.9
122.1(4)

109.2
113.9(4)
102.2(4)

109.2

109.2
112.9(4)

109.6

Nidmero
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

Atom1l
Cc9
H13
H13
H8
C7
Cc7
H32
C10
C10
C12
Cl11
Ci11
H11
C12
C12
H12
Cil3
C13
H2
H3
H3
C16
C15
C15
H4
C16
C16
H34
C17
C17
C19
C18
C18
C20
02
02
C19
C20
C20
H5
c21
c21
H7
C18

Atom2
C10
C10
C10
C10

c8

c8

c8
Ci11
Ci11
Ccl11
C12
C12
C12
C13
C13
C13
Ci4
Ci14
Ci4
C15
C15
C15
C16
C16
C16
C17
C17
C17
C18
C18
C18
C19
C19
C19
C20
C20
C20
c21
c21
c21
Cc22
Cc22
Cc22
C23

Atom3
Ci11
H8
Ci11
Ci11
H32
C47
C47
C12
C26
C26
H11
C13
Cil3
H12
Cl14
Cl4
H2
c27
Cc27
C16
C24
C24
H4
C17
C17
H34
C18
C18
C19
C23
C23
C20
C48
C48
C19
c21
c21
H5
Cc22
C22
H7
C23
Cc23
C22

Angulo
109.9(4)
108.2
109.7
109.7
122(3)
123.0(5)
114(3)
120.5(5)
120.2(5)
119.1(5)
119.6
120.7(6)
119.6
120.3
119.4(7)
120.3
119.5
121.1(9)
119.4
120.3
120.2
119.5(5)
119.4
121.1(5)
119.5
119.4
121.2(4)
119.4
123.2(4)
118.2(4)
118.6(4)
120.3(4)
122.7(4)
116.5(4)
122.0(4)
117.7(4)
120.3(5)
120.4
119.3(5)
120.4
118.6
122.8(5)
118.6
118.3(4)
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45
Nidmero
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

Cc9
Atom1l
Cc22
C15
C15
Cc23
03
03
04
C11
C11
H9
Ci14
Ci14
C26
C3
C3
H16
C6
C6
C28
C1
C1
H19
Cc4
Cc4
C30
N6
N6
C5
N6
N6
N6
H22
H22
C34
C33
C33
C33
H24
H24
H23
C34
C34
C36
C35
C35

C10
Atom2
C23
Cc24
C24
Cc24
C25
C25
C25
C26
C26
C26
Cc27
c27
Cc27
C28
C28
C28
C29
C29
C29
C30
C30
C30
C31
C31
C31
C32
C32
C32
C33
C33
C33
C33
C33
C33
C34
C34
C34
C34
C34
C34
C35
C35
C35
C36
C36

H8
Atom3
Cc24
C23
H6
H6
04
Cc9
C9
H9
c27
Cc27
C26
H10
H10
H16
C29
C29
C28
H17
H17
H19
C31
C31
C30
H20
H20
C5
H21
H21
H22
C34
C41
C34
C41
C41
H24
H23
C35
H23
C35
C35
C36
C40
C40
H25
C37

109.7
Angulo
122.2(5)
120.6(5)

119.7
119.7
123.4(5)
112.0(4)
124.6(5)
120
120.2(7)
119.8
119.5(8)
120.3
120.2
119.2
121.7(5)
119.1
120.2(5)
119.9
120
119.7
120.6(5)
119.7
120.4(4)
119.8
119.8
119.4(4)
120.2
120.3
108
116.3(5)
102.8(4)
108
107.9
113.5(5)
108.8
108.9
113.6(5)
107.7
108.8
108.8
120.7(5)
121.6(5)
117.6(5)
119.2
121.6(6)

90
NUmero
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

C18
Atom1l
H25
C36
C36
H29
C37
C37
H28
C38
C38
H27
C35
C35
C39
05
05
06
H30
H30
C43
C42
C42
H31
B2
B2
Cc7
c8
Cc8
C42
N4
N4
C19
01
o1
o1
06
06
N6
N7
Ca4
C44
C44
H37
H37
H36

C23
Atom2
C36
C37
C37
C37
C38
C38
C38
C39
C39
C39
C40
C40
C40
C41
C41
C41
C42
C42
C42
C43
C43
C43
C46
C46
C46
C47
C47
ca7
C48
C48
C48
B1
B1
B1
B1
B1
B1
Ca4
C45
C45
C45
C45
C45
C45

c24
Atom3
C37
H29
C38
C38
H28
C39
C39
H27
C40
C40
C39
H26
H26
06
C33
C33
C43
Cc47
Cc47
H31
C46
C46
C7
C43
C43
C42
B1
B1
C19
H33
H33
06
N6
Cc47
N6
Cc4a7
C4a7
C45
H37
H36
H35
H36
H35
H35

119.4(5)
Angulo
119.2
120.1
119.7(7)
120.2
119.8
120.3(8)
119.9
120.8
118.3(7)
120.8
122.4(6)
118.8
118.9
124.2(6)
124.2(6)
111.6(5)
118.7
118.7
122.6(4)
118.8
122.3(4)
118.9
120.2(4)
124.6(4)
115.1(4)
114.8(4)
121.9(4)
123.3(4)
118.7(4)
117(2)
124(2)
111.6(4)
105.1(4)
111.4(4)
99.5(4)
113.5(4)
115.0(4)
179.4(8)
109.4
109.5
109.5
109.4
109.5
109.5
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A4. Distancias de enlace calculadas mediante difraccion de rayos X de

monocristal.

NUimero | Atoml
o1
o1
B2
B2
B2
B2
02
03
04
05
06
06
N4
N4
N6
N6
N6
C1l
C1
C1l
Cc2
Cc2
C3
C3
C4
C4
C5
C5
Cc6
c7
Cc7
c7
Cc9
Cc9

© 00 N o g b W NP

WWWwWwwWNRNNMNNRNNNNDDNERERRRER R B R P
EO®ONP OO ®NO O ®WNEROOO-NO®OWGMDMWNNPR O

Ab. Espectro de emision del compuesto 2

Atom2

C6
B1
02
03
N4
C46
C20
C25
C25
C41
C41
B1
C9
C48
C32
C33
B1
H1
C2
C30
H18
C3
C4
C28
C5
C31
C6
C32
C29
H15
C8
C46
H14
C10

Distancia

1.354(5)
1.473(6)
1.487(6)
1.481(6)
1.565(6)
1.587(7)
1.348(6)
1.330(6)
1.206(7)
1.198(8)
1.319(8)
1.482(7)
1.459(6)
1.288(6)
1.287(6)
1.456(7)
1.575(7)
0.93
1.35(1)
1.394(8)
0.929
1.419(8)
1.406(7)
1.417(8)
1.437(6)
1.401(7)
1.389(7)
1.414(6)
1.407(7)
0.93
1.376(8)
1.390(6)
0.98
1.514(7)

NUmero

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

Atom1l
Cc9
C10
C10
C10
c8
Cc8
Ci11
Ci11
C12
C12
C13
C13
C14
Cl14
C15
C15
C15
C16
C16
Cc17
C17
C18
C18
C19
C19
C20
c21
c21
Cc22
C22
C23
C24
C26

Atom2

C25
H13
H8

c11
H32
ca7
c12
C26
H11
c13
H12
cl4
H2

c27
H3

C16
c24
H4

c17
H34
c18
C19
c23
c20
c48
c21
H5

c22
H7

c23
c24
Heé

H9

Distancia

1.528(7)
0.97
0.97

1.522(7)

0.93(4)
1.396(7)
1.371(9)

1.38(1)

0.93
1.39(1)
0.929
1.36(2)
0.93
1.37(1)
0.929

1.397(8)

1.369(9)
0.93

1.355(7)
0.93

1.404(6)

1.434(6)

1.415(7)

1.394(6)

1.420(6)

1.405(7)
0.93

1.360(8)
0.93

1.418(7)

1.410(8)
0.93
0.93

NUumero

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Atom1l
C26
c27
C28
C28
C29
C30
C30
C31
C32
C33
C33
C33
H33
C34
C34
C34
C35
C35
C36
C36
C37
C37
C38
C38
C39
C39
C40
C42
C42
C42
C43
C43
ca7

Atom2 Distancia

C27
H10
H16
C29
H17
H19
C31
H20
H21
H22
C34
C41
C48
H24
H23
C35
C36
C40
H25
C37
H29
C38
H28
C39
H27
C40
H26
H30
C43
C47
H31
C46
B1

1.39(1)
0.929
0.93
1.352(8)
0.93
0.93
1.373(7)
0.93
0.93
0.98
1.465(8)
1.518(8)
1.08(4)
0.97
0.97
1.532(9)
1.353(8)
1.366(9)
0.931
1.39(1)
0.931
1.35(1)
0.93
1.37(1)
0.93
1.38(1)
0.929
0.929
1.390(7)
1.377(6)
0.93
1.391(6)
1.587(7)

Espectro de emision a diferentes medidas de viscosidad del compuesto 2 a una Aaws de 400
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A6. Tablas de DFT

Tabla al. Datos de emision singlete — singlete en lay 2a via TD-DFT/CAM-B3LYP/Def2-
TZPP nivel teérico”.

lq 20(

710 710
a Ae f Kq*10° . A Ae f krqa*108 . A

0° [ 466 00023 181 055 (ICT)n*-m|436 0.116 097 103 (CT)r'—=n
30° | 467 00022 194 051 (CT)m'-n|449 0102 079 127 (ICT)n'-=n
60° | 464 0.0028 223 045 (ICT)n'-n |482 0.113 069 146 (ICT)n'—n
90° | 458 0.0027 219 046 (ICT)n'-n |485 0.186 1.04 096 (ICT)n'-n
120° | 460 0.0027 1.96 051 (ICT)n-m |410 0.144 139 072 (ICT)n'-=n
150° | 467 0.0024 1.89 053 (ICT)n*-n | 415 0.165 151 066 (ICT)n*-n
180° | 468 0.0024 1.89 053 (ICT)n'-m | 423 0162 140 072 (ICT)n*-=n
210° | 468 0.0022 171 059 (ICT)n'-n | 448 0.154 167 060 (ICT)n'-=n
240° | 467 0.0021 1.66 0.60 (ICT)n*-n | 402 0.171 1.06 095 (ICT)n*—n
270° | 466 0.0027 212 045 (ICT)m'-n | 477 0131 080 1.25 (ICT)n'-=n
300° | 466 0.0028 223 045 (ICT)n'-n | 452 0.137 098 1.02 (ICT)n'-=n
330° | 466 0.0025 1.96 051 (ICT)n*-n | 436 0.137 110 091 (CT)n—n

"L €5 la longitud de onda de emision tedrica en nm, A es la asignacion de transiciones, f es la fuerza
del oscilador, H (HOMO), L (LUMO), kg es la tasa de emision radiativa (s) y t es el tiempo de vida de la
emision-radiativa (s).

Tabla a2. Datos de emision singlete — singlete en 13y 2 via TD-DFT/CAM-B3LYP/Def2-

TZPP nivel teorico”.

1p 28
a | Ae f Kka*105 1*106 A Ae kw108 7*10°8 A

0° | 466 0.002 1.81 055 (ICT)n'-m |436 0116 097 103 (ICT)n'—n
30° | 460 0052 41.33 002 (ICT)n'—n |434 0.105 089 112 (ICT)n"—n
60° | 446 0119 101.47 0.10 (ICT)rn*-m |447 0.094 071 139 (ICT)n-—n
90° | 434 0.134 120.11 0.008 (ICT)n"-m | 467 0.086 058 1.72 (ICT)xn*-=
120° | 435 0.090 80.65 0.012 (ICT)n"-m | 466 0.142 092 1.09 (ICT)x*—n
150° | 448 0.033 28.11 0.036 (ICT)n*-n |437 0.151 119 0.84 (ICT)x'-=n
180° | 458 0.003 2.15 047 (ICT)n'-n |415 0.146 134 074 (ICT)n'—n
210° | 448 0.041 1532 007 (ICT)n*-n |428 0.138 116 0.86 (ICT)x'-n
240° | 443 0.073 62.64 0.02 (ICT)n'-n |452 0.144 102 098 (ICT)n"—n
270° | 441 0.070 60.83 0.02 (ICT)n*—rn |505 0.109 057 175 (ICT)n"—n
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300° | 444 0.055 47.10 0.02 (ICT)n"-m | 490 0.122 0.70 143 (ICT)n*-mn
330° | 456 0.019 15.33 0.07 (ICT)=n*-m | 448 0.131 0.99 1.01 (CT)n*—m

“Le €5 la longitud de onda de emision tedrica en nm, A es la asignacion de transiciones, f es la fuerza
del oscilador, H (HOMO), L (LUMO), kyq es la tasa de emision radiativa (s2) y 1 es el tiempo de vida de la
emision-radiativa (s).

Tabla a3. Datos de emision singlete — singlete en 1,y 2,via TD-DFT/CAM-B3LYP/Def2-

TZPP nivel teorico”.

1y 2y
o | Ae f  ke*10° 1*10°6 A Ae f  Kkg*l08 1*10°8 A

0° | 466 0.002 1.81 055 (ICT)n'—n|436 0116 097 1.03 (ICT)n'—n
30° | 459 0.050 4058 0.024 (ICT)m'-n |388 0.152 097 1.03 (ICT)n'-n
60° | 449 0.108 90.86 0.011 (ICT)n*-n |388 0.149 171 059 (ICT)x'-n
90° | 443 0.105 9051 0.011 (ICT)m'-n |391 0152 165 061 (ICT)n'-n
120° | 442 0.070 60.53 0.017 (ICT)m'—n |390 0.159 162 062 (ICT)n'—n
150° | 450 0.024 20.08 0.050 (ICT)m'—n |437 0151 122 082 (ICT)n'-=
180° | 458 0.003 2.14 0470 (ICT)m'-n |415 0,146 139 072 (ICT)n'-n
210° | 452 0.044 3654 0.027 (ICT)n'-n |428 0,138 135 074 (ICT)n'-n
240° | 446 0.085 7232 0014 (ICT)n'-n | 452 0.097 116 086 (ICT)n'-x
270° | 443 0.084 7275 0014 (ICT)n—n |506 0.109 071 142 (ICT)n'—x
300° | 445 0.063 53.22 0.019 (ICT)n*-x |491 0122 057 176 (ICT)n"—n
330° | 457 0.020 15.83 0.063 (ICT)n'-n |449 0131 070 144 (ICT)n'—x

"L €5 la longitud de onda de emision tedrica en nm, A es la asignacion de transiciones, f es la fuerza
del oscilador, H (HOMO), L (LUMO), kyq es la tasa de emision radiativa (s*) y t es el tiempo de vida de la
emisidn-radiativa (s).

Tabla a4. Datos de emision singlete — singlete en V2o y V2, via TD-DFT/CAM-B3LYP/Def2-

TZPP nivel teorico”.

V2o V26

710 710
a Ae f krd*108 A }\,e f krd*108

0° |436 0.116 1.81 055 (ICT)n*-m | 436 0.116 0.97 1.03 (ICT)n*—=
30° | 393 0.157 1,72 058 (ICT)n*—m | 409 0.064 0.64 156 (ICT)n*—mn
60° | 391 0.198 1,86 054 (ICT)n*-m | 434 0.006 0.06 18.07 (ICT)n*-=
90° | 391 0.186 0.33 299 (CT)n"-mn | 456 0.005 0.04 2494 (ICT)=n"-=n
120° | 406 0.084 0.86 1.16 (CT)rn*—x | 479 0.002 0.01 70.04 (ICT)=n"—=n
150° | 396 0.029 0.24 412 (ICT)n*-m | 466 0.014 0.11 9.16 (ICT)n"—n
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180°
210°
240°
270°
300°
330°

391
387
383
384
433
436

0.021
0.001
0.003
0.092
0.028
0.064

0.24
0.06
0.04
0.78
0.14
0.80

4.16
15.71
24.71

1.28

7.35

1.25

(ICT) n*—m
(ICT) t*—=
(ICT) n*—m
(ICT) t*—=
(ICT) n*—m
(ICT) n*—m

444
445
434
404
390
388

0.045
0.084
0.111
0.150
0.180
0.166

0.39
0.71
0.99
1.56
2.00
1.87

2.58
1.40
1.01
0.64
0.50
0.54

(ICT) t*—=n
(ICT) n*—n
(ICT) t*—=n
(ICT) n*—n
(ICT) t*—=n
(ICT) t*—=n

“Le €s la longitud de onda de emision tedrica en nm, A es la asignacion de transiciones, f es la fuerza
del oscilador, H (HOMO), L (LUMO), kyq es la tasa de emision radiativa (s2) y 1 es el tiempo de vida de la
emision-radiativa (s).
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